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RESUMO

BOIANI, Nathalia. F. Avaliacdo da toxicidade aguda e dos efeitos da irradiacdo com
feixe de elétrons na mistura de compostos farmacéuticos. 2022. Tese (Doutorado em
Tecnologia Nuclear) — Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN - CNEN/SP.

Sao Paulo.

Atualmente uma vasta gama de contaminantes vém sendo detectados no meio hidrico, 0s
produtos farmacéuticos merecem atencéo especial, pois representam mistura complexa de
contaminantes no ambiente, podendo causar efeitos deletérios a biota. Esses compostos
possuem alta producdo, utilizacdo, descarte incorreto, chegando a rede coletora de esgoto
através principalmente, da excrecdo humana e de residuos da industria farmaceutica e
agropecudria. Em aguas superficiais, contribuem na alteracdo do padrdo de qualidade das
aguas e reducdo da biodiversidade de organismos aquaticos, afetando tanto os ecossistemas
guanto a salude humana. As técnicas convencionais de tratamentos de efluentes sdo
insuficientes na remocdo desses compostos e seus metabolitos, sendo assim, buscam-se
técnicas avancadas capazes de reduzir esses residuos nas aguas. O processo de irradiacdo
por feixe de elétrons vem mostrando resultados satisfatérios na degradacdo dos compostos
farmacéuticos, podendo ser utilizado como alternativa ou complemento aos processos de
tratamento de efluentes. O objetivo deste trabalho foi a avaliacdo ecotoxicoldgica de quatro
compostos farmaceuticos, isolados e em diferentes misturas (binarias, ternérias e
quaternérias), bem como a aplicacdo da irradiacdo por feixe de elétrons, como proposta de
tratamento para a reducdo dos efeitos tdxicos. Foram realizados ensaios com o
antidepressivo Fluoxetina, o B-bloqueador Propranolol, o antibiotico Sulfadiazina e o
estimulante Cafeina, individuais e combinados, antes e ap6s o processo de irradiacdo. Os
organismos-teste utilizados foram o microcrustdceo Daphnia similis e a bacteria Vibrio
fischeri. A avaliacdo de risco através da concentracdo prevista sem efeito (PNEC), e a
interacdo das misturas binarias (MixTox) também foram abordados no presente estudo. Os
resultados dos ensaios de toxicidade para efeitos agudos dos farmacos individuais
indicaram possivel risco de sua presenca para a biota aquéatica, quanto ao Propranolol e a
Cafeina. Nas analises das interacGes toxicoldgicas das misturas binarias, foi identificado
sinergismo para a mistura de Fluoxetina com Propranolol, e antagonismo para a mistura de

Fluoxetina com Sulfadiazina e com a Cafeina. A irradiagdo por feixe de elétrons foi eficaz



na reducdo da toxicidade dos compostos combinados. Na mistura binéria de Fluoxetina
com o Propranolol, a eficiéncia de remogéo da toxicidade foi de 80% para D. similis e 30%
para V. fischeri, nas doses de 2,5 e 5,0 kGy. A mistura de Fluoxetina com Sulfadiazina
apresentou valores entre 20-30% de reducdo da toxicidade para ambos 0s organismos e
doses aplicadas. Os resultados da mistura de Fluoxetina com Cafeina apresentaram
eficiéncia de remocdo da toxicidade de 45% para D.similis e 30% para V.fischeri, nas
doses aplicadas. Nas misturas ternarias, a eficiéncia de remocéo de toxicidade foi de 40% e
55% para V. fischeri, e de 25% e 35% para D. similis, respectivamente nas doses de 2,5 e
5,0 kGy. Na mistura quaternaria a reducdo da toxicidade chegou a 80% para V. fischeri
versus 60% para D. similis, na dose de 5,0 kGy; e em 40%, para ambos 0s organismos, na
dose de 2,5 kGy. Houve o decaimento da absorbancia em todos os comprimentos de onda
caracteristicos das amostras, indicando que o processo de irradiacdo foi eficiente na
degradacdo dos compostos, porém baixa eficiéncia de remocdo de carbono orgénico total,

indicando que ndo houve mineralizacéo significativa das amostras irradiadas.

Palavras-chave: Ecotoxicologia aquatica; Ecotoxicologia em misturas; Misturas de

farmacos; Radiacao ionizante.



ABSTRACT

BOIANI, Nathalia. F. Evaluation of acute toxicity and effects of electron beam
irradiation in a mixtures of pharmaceuticals. 2022. Tese (Doutorado em Tecnologia

Nuclear) — Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN - CNEN/SP. Séo Paulo.

Currently, a wide range of contaminants have been detected in the water environment,
pharmaceutical products deserve special attention, as they represent a complex mixture of
contaminants in the environment, which can cause deleterious effects to biota. These
compounds have high production, use, incorrect disposal, reaching the sewage collection
network mainly through human excretion and waste from the pharmaceutical industry and
agricultural. In surface waters, they contribute to changing the water quality standart and
reducing the biodiversity of aquatic organisms, affecting ecosystems and human health.
Conventional techniques of effluent treatment are insufficient in the removal of these
compounds and their metabolites, therefore, advanced techniques capable of reducing these
residues in the waters are being sought. The electron beam irradiation process has shown
satisfactory results in the degradation of pharmaceutical compounds, and can be used as an
alternative or complement to effluent treatment processes. The aim of this work was the
ecotoxicological evaluation of four compounds, isolated and in different mixtures (binary,
tertiary and quaternary), as well the application of electron beam irradiation, as a treatment
proposal for the reduction of toxic effects. Tests were carried out with the antidepressant
Fluoxetine, the B-blocker Propranolol, the antibiotic Sulfadiazine and the stimulant
Caffeine, isolated and in combination, before and after the irradiation process. The test
organisms used were the microcrustacean Daphnia similis and the bacterium Vibrio
fischeri. Risk assessment through predicted no-effect concentration (PNEC), and the
interaction of binary mixtures (MixTox) were also addressed in the present study. The
results of toxicity for acute effects of the isolated pharmaceuticals compounds indicate a
possible risk of their presence for the aquatic biota about Propranolol and Caffeine. In the
analysis of the toxicological interactions of the binary mixtures, synergism was identified
for the mixture of Fluoxetine with Propranolol, and antagonism for the mixture of
Fluoxetine with Sulfadiazine and with Caffeine. Electron beam irradiation was effective in
reducing the toxicity of the combined compounds. In the binary mixture of Fluoxetine with
Propranolol, the toxicity removal efficiency was 80% for D. similis and 30% for V.



fischeri, at doses of 2.5 and 5.0 kGy. The mixture of Fluoxetine with Sulfadiazine showed
values between 20-30% of reduction in toxicity for both organisms and applied doses. The
results of the mixture of Fluoxetine with Caffeine presented an efficiency of toxicity
removal of 45% for D.similis and 30% for V.fischeri, in the applied doses. In ternary
mixtures, the toxicity removal efficiency was 40% and 55% for V. fischeri, and 25% and
35% for D. similis, respectively at doses of 2.5 and 5.0 kGy. In the quaternary mixture, the
reduction in toxicity reached 80% for V. fischeri versus 60% for D. similis, at a dose of 5.0
kGy, and 40% for both organisms at a dose of 2.5 kGy. There was a decrease in
absorbance at all characteristic wavelengths of the samples, indicating that the irradiation
process was efficient in the degradation of the compounds, but low efficiency in the
removal of total organic carbon, indicating that there was no significant mineralization in

the irradiated samples.

Keywords: Aquatic ecotoxicology; Mixture ecotoxicology; Pharmaceutical mixtures;

lonizing radiation.
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INTRODUCAO

A contaminacdo da agua trata-se de um assunto que sempre foi discutido
extensivamente em nivel global, uma vez que o meio hidrico € um recurso natural
imprescindivel paras as mais diversas atividades humanas, dentre elas, o abastecimento
publico e industrial, a producdo de energia elétrica, a agricultura e a preservacao da vida
aquatica, além de ser o principal veiculo de dispersdo ambiental dos poluentes quimicos, ja
que sdo os corpos d’dgua, os receptores dos esgotos domésticos, industriais e
agropecuarios. O lancamento desses contaminantes nos ambientes aquéaticos, com ou sem
tratamento prévio, acaba por afetar a qualidade das &guas do sistema receptor, refletindo
nas condigdes ideais para a sobrevivéncia dos organismos que ali se encontram, na
qualidade da &agua e também na salde humana. Sendo assim, temas como reuso,
minimizacdo e tratamentos de residuos ganham cada vez mais importancia (CETESB,
2020).

A cada ano, uma vasta gama de contaminantes organicos e inorganicos vém
sendo detectados em aguas superficiais do mundo todo. Estes contaminantes tém sua
origem associada aos mecanismos de producéo e descarte, higienizacédo e excrecao.

A preocupacdo a respeito da contaminagdo e da qualidade da &gua no Brasil
ainda esta focada no tratamento de esgotos domeésticos, que é deficitario. A contaminagédo
aquatica por substancias constantemente consumidas, como medicamentos, produtos de
higiene pessoal, hormdnios, surfactantes e pesticidas, merece atencdo especial, uma vez
que o esgoto doméstico é sua principal via de entrada ao ambiente, ainda que contribui¢des
significativas também ocorrem por meio de emissdes de hospitais, fabricas e agricultura
(FENT et al., 2006; PETRIE et al., 2015; ADELEYE et al., 2022).

Dentre esses compostos, cabe destacar os produtos farmacéuticos, devido seu
amplo consumo pela populacdo em geral, exercendo papel importante na prevencgéo e
tratamento de doencas, além de serem considerados potenciais contaminantes ambientais,
como compostos biologicamentes ativos capazes de induzir os mais diversos efeitos
adversos aos organismos. Uma vez que podem ser excretados em sua forma
biologicamente ativa, como substancia original ou seu metabdlito (CALAMARI et al.,
2003). A taxa de excrecdo da forma inalterada depende do farmaco, da dose e do
individuo. De modo geral, 40 a 90% da dose administrada é excretada em sua forma

18



original (PATEL et al., 2019).

As concentracbes de farmacos nas dguas sdo geralmente baixas, na faixa de
ng.L* a pg.L:. Apesar dessas concentracOes baixas, had incertezas sobre o0s riscos
ocasionados em decorréncia da exposicdo. Suspeita-se que muitos desses produtos
farmacéuticos possam causar danos & saude dos organismos, afetando os ecossistemas e,
em alguns casos, & saude humana, ainda que necessite de concentra¢cdes mais elevadas para
causar a morte (FENT et al., 2006; GEIGER et al., 2016).

Outro fator a ser levado em conta, e que vem mostrando que a presenca desses
produtos quimicos no ambiente se torna cada vez mais preocupante, € que essas
substancias ndo aparecem individualmente, e sim como uma mistura complexa de
contaminantes, que pode levar a efeitos indesejados. A ubiquidade de um ndmero de
contaminantes emergentes potencialmente toxicos no meio ambiente leva a necessidade de
compreender melhor a sua ocorréncia, o seu destino e o impacto ecolégico (PETRIE et al.,
2015).

A avaliacdo de risco regulatorio de substancias toxicas no ambiente aquatico
concentra-se na avaliacdo de uma Unica substancia, porém, 0s organismos aquaticos vém
sendo, invariavelmente expostos a misturas de contaminantes, cujos componentes podem
interagir, produzindo efeitos sinérgicos ou antagdnicos. Apesar do conhecimento adquirido
nas Ultimas duas décadas sobre os efeitos e riscos dos produtos farmacéuticos no meio
ambiente, ainda existem lacunas de pesquisa importantes. Uma dessas questdes-chave é em
relacdo aos efeitos induzidos por misturas farmacéuticas e os métodos para avalia-los
(BARATA etal., 2006; VARANO et al., 2017; GODOY et al., 2019).

A preocupacdo quanto a preservacao dos ecossistemas aquaticos e o risco de
contaminagdo da &gua de abastecimento publico tém incentivado estudos com o objetivo
de identificar e quantificar esses residuos, a fim de minimizar o descarte e desenvolver
processos eficientes para removeé-los.

A presenca de farmacos em efluentes de Estacdes de Tratamento de Esgoto
(ETEs) é reflexo da baixa eficiéncia de remogdo dos mesmos pelos processos
convencionais de tratamento, insuficiente na remogao dos tracos para diferentes farmacos
e compostos organicos e inorganicos, levando a contaminacdo de aguas superficiais. Tal
situacdo tem incentivado a busca de métodos mais eficientes, capazes de promover a
mineralizacdo desses contaminantes, ou pelo menos sua transformagdo em produtos que

ndo apresentem efeitos adversos ao ambiente. Sendo assim, buscam-se técnicas
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avancadas, tais como a ozonizagéo, processos oxidativos avancados ou filtragdo com o
uso de membranas para aumentar a eficiéncia na reducdo de residuos e subprodutos
desses compostos em aguas (TERNES et al., 2003; OLUWOLE et al., 2020).

Estes Processos Oxidativos Avancados (POAs), tém se mostrado como
alternativa ou complemento aos processos convencionais de tratamento de efluentes.
Caracterizam-se pelas reaces de oxidacdo quimica, intermediadas pelo Radical Hidroxila
(HO), esta espécie é pouco seletiva e altamente reativa, atuando na oxidacdo quimica de
muitas substancias. Assim, os POAs vém sendo utilizados no tratamento de aguas
residuarias, contribuindo para a reducdo da toxicidade das amostras, degradacdo dos
contaminantes organicos e favorecendo a biodegradabilidade dos efluentes industriais
(R1ZZ0O, 2011).

O objetivo principal deste estudo foi propor a irradiacdo por feixe de elétrons
como uma tecnologia alternativa ou complementar ao processo de tratamento de efluentes,
a fim de reduzir os impactos ecotoxicoldgicos das misturas de compostos farmacéuticos no
meio ambiente aquatico, avaliando a eficiéncia de remocédo da toxicidade e a degradacéo

destes compostos, antes e apds a exposicao a radiacdo ionizante.
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2 OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo a aplicacdo do processo de irradiacdo
com feixe de elétrons, a fim de reduzir os efeitos tdxicos da mistura de compostos

farmacéuticos, em solucdo aquosa, avaliando a eficiéncia do tratamento proposto.
2.1 Objetivos especificos

v/ Avaliar a toxicidade aguda do antidepressivo Fluoxetina, do - bloqueador
Propranolol, do antibidtico Sulfadiazina, e do estimulante Cafeina, bem como seu potencial
risco para a biota aquatica;

v Determinar a toxicidade aguda de misturas de compostos farmacéuticos,
empregando ensaios ecotoxicoldgicos aos organismos de referéncia: Daphnia similis e
Vibrio fischeri;

v ldentificar os efeitos das interacdes toxicoldgicas provenientes das misturas
dos compostos farmacéuticos analisados;

v Determinar a eficacia do tratamento proposto por meio da avaliacdo da
reducdo da toxicidade dos compostos farmacéuticos, apds o tratamento com a irradiacao

por feixe de elétrons.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 FArmacos no meio ambiente

O meio hidrico é o principal veiculo de dispersao ambiental dos poluentes
quimicos, uma vez que sdo eles os receptores dos esgotos domeésticos, industriais e
agropecuarios. Esses residuos podem apresentar contaminantes e caracteristicas fisico-
quimicas que os classificam como substancias tdxicas e com potencial risco ambiental
(GAFFNEY et al., 2014).

Contaminantes emergentes compreendem produtos farmacéuticos e de higiene
pessoal, surfactantes e seus metabdlitos, subprodutos industriais, horménios naturais,
aditivos de gasolina, pesticidas e drogas ilicitas, que vém sendo consumidos em larga
escala e continuamente (GEIGER et al., 2016). Os produtos farmacéuticos sdo utilizados
principalmente para fins terapéuticos, preventivos e diagndsticos e desempenham papel
importante no satde dos seres humanos (FENT et al., 2006). O uso global de produtos
farmacéuticos e de cuidados pessoais (PPCPs) continuou a aumentar na ultima década
devido aos avancos em pesquisas e desenvolvimento, ao crescimento da populacdo
mundial e ao aumento da acessibilidade aos cuidados de salde e produtos farmacéuticos
(VAN BOECKEL et al., 2014).

Os farmacos vém sendo detectados nas aguas residuarias, portanto no meio
ambiente aquatico, o que pode resultar em uma exposicdo cronica potencial ao ambiente a
uma mistura de compostos. A excrecao por humanos € a principal via de entrada de PPCPs
nos sistemas de aguas municipais, porém contribuicdes significativas também ocorrem por
meio das emissdes hospitalares, agricultura e industrias de PPCPs. Os farmacos
permanecem ativos apds serem liberados no ambiente e podem afetar quaisquer
organismos aquaticos, influenciando em seus sistemas bioldgicos (GEIGER et al., 2016;
ADELEYE et al., 2022). Com base nos dados obtidos em Estagdes de Tratamento de
Aguas (ETAs), analgésicos, antibioticos e estimulantes (exemplo, Cafeina), sd0 os PPCPs
mais detectados em aguas residudrias brutas. A massa total de PPCPs descarregada com
efluente por uma Estacdo de Tratamento de (ETES) em aguas receptoras € de 7,35 — 20.160
g/dia, o que é consideravel, devido aos potenciais efeitos adversos dos PPCPs em
organismos aquaticos, que ocorrem dentro das concentracbes medidas, e que sao

encontradas na superficie das aguas (ADELEYE et al., 2022).
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Os PPCPs podem ser apenas parcialmente metabolizados durante o seu uso
terapéutico, resultando na sua excrecdo metabolica e liberacdo de fragBes residuarias no
esgoto, de forma inalterada, na forma de metabdlitos ou conjugados, chegando as ETES
(GROS et al., 2010; PATEL et al., 2019; FRASCAROL I et al., 2021).

A maioria desses produtos € projetada para manter a sua estrutura quimica
durante o curso do tratamento terapéutico, podendo permanecer ativos em estagcdes de
tratamento por um longo periodo de tempo. Muitos estudos tém mostrado que a maioria
dos medicamentos é significativamente recalcitrante, e 0s processos convencionais de
tratamento, baseados na degradacdo bioldgica dos contaminantes, ndo sdo projetados para
eliminar esses compostos, pois possuem acdo biocida ou estruturas quimicas complexas
ndo passiveis de biodegradacdo, comprovado por diversos estudos que mostram a presenca
desse tipo de contaminante em efluentes de ETEs (JAEN-GIL et al., 2018; PATEL et al.,
2019; FRASCAROLLI et al., 2021). Consequentemente, um fluxo consistente de PPCPs e
seus metabdlitos atingem o meio aquatico, perturbando o equilibrio ecoldgico de rios,
lagos, ambientes marinhos, aguas subterraneas, aguas superficiais e agua potavel (WANG
et al., 2020).

Os avangos da tecnologia permitiram a deteccdo de baixas concentragdes
(ng.L™") de vérios PPCPs em esgoto, 4guas superficiais, subterraneas, agua potavel, solo e
também nos organismos aquéaticos (RICHARDSON e TERNES, 2018; SNOW et al.,
2020). AUS DER BEEK e colaboradores (2016) detectaram produtos farmacéuticos no
ambiente natural em mais de 70 paises, representando todos os continentes, onde mais de
600 substancias farmacéuticas diferentes foram detectadas no meio ambiente.

Farmacos de diversas classes terapéuticas, como antibidticos, hormdonios,
antilipémicos, antinflamatorios, analgésicos, entre outros, tém sido detectados em
concentracdes na faixa de ng.L™ a pg.L™* em vérias partes do mundo (Tabela 1), estudos
demonstraram que o nivel de concentragdo dos farmacos detectados em ambientes
aquaticos esta relacionado com o padrdo de consumo dos mesmos pela populagéo, pela
taxa de remogéo nas ETEs, pelo tipo de efluente que aporta nas ETEs e pela sazonalidade.
Este quadro gera preocupacdo, uma vez que sdo substancias biologicamente ativas que
podem desencadear efeitos farmaco-dindmicos nos organismos aquaticos, podendo
comprometer a qualidade dos recursos hidricos, alterando a biodiversidade e o equilibrio
de ecossistemas aquaticos (FENT et al., 2006; MELO et al., 2009). E importante salientar

que no Brasil ha uma maior expectativa de ocorréncia de farmacos em aguas residuarias
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como consequéncia da caréncia de tratamento de esgotos no pais (MELO et al., 2009).

Tabela 1 — Literatura disponivel de concentragdes médias de produtos farmacéuticos detectados em matrizes

aquaticas.
Farmaco Concentracao Matriz Referéncia
(Classe Terapéutica) (ng.L™h
Atenolol 0,49 Esgoto Bruto/Italia CASTIGLIONI et al. (2006)
(B - bloqueador) 0,28 Efluente de ETE/Italia CASTIGLIONI et al. (2006)
0,30 Esgoto Bruto/Suécia PATEL et al. (2019)
19,3 Agua Superficial/Brasil DE SOUZA et al. (2014)
10,2 Agua Superficial/Libano MOKH et al.(2017)
Cafeina 3,39 Agua Superficial/Turquia AYMAN e ISIK (2015)
(Estimulante) 11,0 Agua Marinha/Canada LI et al. (2019)
10,3 Esgoto Bruto/Alemanha HILLEBRAND et al. (2012)
0,94 Esgoto Bruto/Suécia PATEL etal. (2019)
Cetoprofeno 0,15 Esgoto Bruto/Brasil ESCHER et al. (2019)
(Antiinflamatdrio) 0,22 Agua Superficial/Brasil ESCHER et al. (2019)
0,81 Efluente de ETE/Franca PATEL etal. (2019)
0,16 Esgoto Bruto/Suécia PATEL et al. (2019)
0,33 Efluente de ETE/Franca PATEL et al. (2019)
Diclofenaco 0,84 Efluente de ETE/Grécia PATEL et al. (2019)
(Antiinflamatorio) 2,74 Efluente de ETE/Italia PATEL et al. (2019)
0,40 Esgoto Bruto/Brasil ESCHER et al. (2019)
0,020 Agua Superficial/Brasil ESCHER et al. (2019)
10,9 Agua Superficial/Brasil STELATO et al. (2016)
0,54 Agua Superficial/Reino Unido GARDNER et al. (2012)
Fluoxetina 0,012 Efluente de ETE/Estados Unidos FORD et al. (2018)
(Antidepressivo) 0,32-0,54 Efluente de ETE/Estados Unidos FORD et al. (2018)
0,144 Afluente/Estados Unidos LARA-MARTIN et al. (2014)
0,027 Efluente/Estados Unidos LARA-MARTIN et al. (2014)
0,050 Esgoto Bruto/Suécia PATEL et al. (2019)
0,030 Efluente de ETE/Franca PATEL etal. (2019)
Propranolol 0,010 Efluente de ETE/Grécia PATEL etal. (2019)
(B - bloqueador) 0,040 Efluente de ETE/Italia PATEL et al. (2019)
0,20-0,40 Agua Superficial/Brasil BISOGNIN et al. (2018)
0,080 Efluente de ETE/Franca PATEL et al. (2019)
Sulfametazol 0,090 Efluente de ETE/Grécia PATEL et al. (2019)
(Antibidtico) 0,010 Efluente de ETE/Italia PATEL et al. (2019)
0,10 Efluente de ETE/Brasil JANK et al. (2014)
3,6 Esgoto Bruto/Suécia PATEL et al. (2019)
0,92 Efluente de ETE/Franca PATEL et al. (2019)
Ibuprofeno 0,050 Efluente de ETE/Grécia PATEL et al. (2019)
(Antiinflamatorio) 0,070 Efluente de ETE/Itélia PATEL etal. (2019)
0,60 Esgoto Bruto/Brasil ESCHER et al. (2019)
0,19 Agua Superficial/Brasil ESCHER et al. (2019)
0,42 Agua Superficial/Brasil STELATO et al. (2016)

Fonte: autora da tese.
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Os PPCPs detectados em &guas residuarias sdo provenientes da rede de esgoto,
incluindo residéncias, aterros sanitérios, instalagdes de saude e fabricantes de PPCPs
(PHILLIPS et al., 2010; MAENG et al., 2016; MASONER et al., 2020).

Nas aguas residuarias municipais, 0s analgésicos ocorrem em concentracdes
relativamente altas (em relacéo a outras classes de produtos farmacéuticos), na faixa de 1,3
a 1.407.000 ng.L™, onde concentracBes muito mais altas foram relatadas em efluentes
hospitalares e da industria farmacéutica (SIM et al., 2010; ASHFAQ et al., 2017). Apesar
de elevados, esses valores ndo sdo surpreendentes, uma vez que se trata de um
medicamento altamente relevante para a salde publica (a maioria das doencas estd
associada a dor e inflamacdo) (HIDER-MLYNARZ et al., 2018), além de estarem
amplamente disponiveis, por serem vendidos sem receita (HEBERER, 2002) e também
consumidos em altas doses didrias (ADELEYE et al., 2022). As concentracGes médias de
analgésicos em aguas residuarias observadas em cidades na Asia (540 ng.L™) e na América
do Sul (105 ng.L™" ) sdo pelo menos uma ordem de magnitude menor do que na Australia
(8.970 ng.L™), Africa (8.000 ng.L™), América do Norte (2.485 ng.L™) e Europa (1.707
ng.L™") (ADELEYE et al., 2022).

Embora a maioria dos paises classifique os antibiéticos como medicamentos
que necessitam de prescricdo, um suprimento de antibioticos sem prescricdo ocorre
mundialmente, sendo mais desenfreado nos paises em desenvolvimento (CHANG et al.,
2018; HORUMPENDE et al., 2018; SAKEENA et al., 2018; GRIGORYAN et al., 2019;
ZAPATA-CACHAFEIRO et al., 2019). Os antibidticos mais detectados em aguas
residuarias municipais sdo: Ciprofloxacina, Sulfametoxazol, Eritromicina, Trimetoprima e
Tetraciclina (ADELEYE et al.,, 2022). Esses medicamentos também sdo amplamente
utilizados na pecuéria, na prevencéo e tratamento de doengas, para promover o crescimento
dos animais e melhora da produtividade (WATANABE et al., 2010). Cerca de 25-75% dos
antibioticos consumidos sdo excretados como composto original inalterado (EVGENIDOU
et al., 2015).

A concentragdo de antibioticos em aguas residuarias municipais é de 1-303.500
ng.L™ (ADELEYE et al., 2022). Concentragdes altas de antibi6ticos estdo presentes em
efluentes de fabricantes de produtos farmacéuticos, lixiviados de aterros e fazendas
(ZHANG et al., 2013; HOU et al., 2016). Altas concentracdes de antibidticos sdo comuns
nas aguas residuarias de hospitais e empresas farmacéuticas que produzem antibioticos e

nas ETEs que recebem esses fluxos de residuos (PHILLIPS et al., 2010). As concentracoes
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de antibi6ticos (e outros PPCPs) costumam exibir um padrdo sazonal, com concentraces
mais baixas observadas no verdo e concentragdes mais altas no inverno, associadas ao
aumento da incidéncia de gripe ou outras doencas que sao comuns nas estacées mais frias,
bem como a menor taxa de biodegradacdo (MOHAPATRA et al., 2016).A concentracao
média de antibidticos em &guas residuérias africanas (1.530 ng.L™), onde vérios
antibioticos sdo comumente empregados sem receita, sdo ordens de magnitude maior do
que no restante do mundo (ADELEYE et al., 2022).

A Carbamazepina, Fluoxetina, Amitriptilina e Venlafaxina sdo os produtos
psicoativos mais relatados nas aguas residudrias municipais. Varios estudos realizados
relataram 100% de frequéncia de deteccdo de Carbamazepina em &aguas residuérias
municipais (SIM et al., 2010; MOHAPATRA et al., 2016; ADELEYE et al., 2022). Os
psicoativos estdo presentes nos afluentes em concentracGes até trés ordens de magnitude
mais baixas do que os analgésicos e antibidticos. As concentracbes médias de psicoativos
relatadas em efluentes foram de 82 ng.L™ (Asia), 129 ng.L™" (Europa) e 132 ng.L™
(Ameérica do Norte) (ADELEYE et al., 2022).

Os anti-hipertensivos, mais comumente detectados no ambiente aquatico
incluem o Atenolol, Propranolol, Metoprolol, Valsartana e Sotalol, e seus niveis globais
em efluentes municipais variaram de 0,26 a 294.700 ng.L™* (MOHAPATRA et al., 2016;
ARCHER et al.,, 2017; WANG et al., 2018; ADELEYE et al., 2022). Maiores
concentracdes de anti-hipertensivos encontrados em diferentes continentes foram para o
Atenolol: 294.700 ng.L™" na Asia, 33.106 ng.L™ na Europa, 4.790 ng.L™ na Australia,
3.700 ng.L™" nos Estados Unidos e 2.541 ng.L™" na Africa do Sul) (MOHAPATRA et al.,
2016; ARCHER et al., 2017; MASONER et al., 2020; ADELEYE et al., 2022). Nao foi
possivel encontrar valores de Atenolol em &guas residuarias da América do Sul. As
concentragfes de Metoprolol e Propranolol em &guas residuarias municipais foram: 2-
79.500 ng.L™" e 0,26-1.962 ng.L™ ,respectivamente (MOHAPATRA et al., 2016; WANG et
al., 2018; ADELEYE et al.,, 2022). As concentracbes mais altas de outros anti-
hipertensivos relatados em aguas residuarias foram 8.400 ng.L™ Portugal), 3.573 ng.L™
(Espanha), 169 ng.L™ (Bélgica) e 141 ng.L™ (Estados Unidos) (MASONER et al., 2020;
ADELEYE et al., 2022).

Os estimulantes sdo amplamente consumidos em chés, cafés, refrigerantes,
bebidas energéticas e produtos de chocolate. A Cafeina, um estimulante tipico, trata-se de

uma das substancias mais consumidas no mundo (QUADRA et al.,, 2020). Varios
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analgésicos de venda livre e com prescricdo médica, analépticos, inibidores de apetite e
remédios para resfriado, que também contém Cafeina para potencializar seus efeitos
(BUERGE et al., 2003). ConcentracOes mais altas de Cafeina presentes no afluente foram
relatadas no verdo em comparacdo com o inverno, devido ao maior consumo de bebidas
com Cafeina durante os meses quentes de verdo (MOHAPATRA et al., 2016). Os valores
mais elevados de Cafeina, relatados em efluentes municipais de diferentes continentes
foram: 3.594.000 ng.L™ na Asia, 1.214.375 ng.L™* na Africa do Sul, 150.413 ng.L™ na
Inglaterra, 130.000 ng.L™ nos Estados Unidos, e 9.310 ng.L™ na América do Sul
(ARCHER et al., 2017; ADELEYE et al., 2022).

Apesar da introducdo de diversos produtos quimicos e farmacéuticos no
ambiente aquatico, os efeitos de toxicidade aos organismos aquaticos costumam ser
observados somente em concentracdes relativamente altas - acima de 1 pg.L™, ainda assim,
ha evidéncias de que mesmo niveis baixos de certos residuos farmacéuticos tém efeitos
agudos e crénicos em varios organismos, bem como potenciais efeitos indiretos nos
ecossistemas (FENT et al., 2006; PETRIE et al., 2015). Outro fator a ser levado em conta,
e que vem mostrando que a presenca desses produtos quimicos no ambiente se torna cada
vez mais preocupante, é que essas substancias ndo aparecem individualmente, e sim como
uma mistura complexa de contaminantes, que pode levar a efeitos indesejados. A
ubiquidade de um nimero de contaminantes emergentes potencialmente toxicos no meio
ambiente leva a necessidade de compreender melhor a sua ocorréncia, o seu destino e o
impacto ecoldgico (MELO et al., 2009; PETRIE et al., 2015).

A avaliacdo de risco regulatério de substancias téxicas no ambiente aquéatico
concentra-se na avaliacdo de uma Unica substancia, porém, 0s organismos aquaticos vém
sendo, invariavelmente expostos a misturas de contaminantes, cujos componentes podem
interagir, produzindo efeitos sinérgicos ou antagonicos. Apesar do conhecimento adquirido
nas ultimas duas décadas sobre os efeitos e riscos dos produtos farmacéuticos no meio
ambiente, ainda existem lacunas de pesquisa importantes. Uma dessas questdes-chave é em
relacdo aos efeitos induzidos por misturas farmacéuticas e os meétodos para avalia-los
(BARATA et al., 2006; VARANO et al., 2017; GODOY et al., 2020).

As misturas de farmacos apresentam um efeito maior do que 0s compostos
individualmente. Como exemplo, o antiepiléptico Carbamazepina e o agente redutor de
lipidios, o Acido Clofibrico (pertencentes a classes terapéuticas muito diferentes), exibiram

efeitos mais fortes para Daphnia magna durante os ensaios de imobilizacdo do que o0s
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compostos isolados na mesma concentracdo (CLEUVERS, 2003). Toxicidade aguda
consideravel foi relatada em uma mistura de Diclofenaco, lbuprofeno, Naproxeno e
Aspirina® (acido acetilsalicilico), na mesma concentracéo, onde pouco ou nenhum efeito
foi observado para os produtos quimicos individualmente (CLEUVERS, 2004).

Os produtos farmacéuticos também foram detectados em &guas residuérias
destinadas ao reuso, apesar dessas aguas terem sido processadas atraves de sistemas
avancados de tratamento de aguas. A contaminacdo ambiental por esses compostos
também ocorre como resultado da eliminacgdo incorreta, por meio do sistema de coleta de
esgoto ou em residuos solidos destinados a aterro sanitario. A descarga de aguas
residuarias em rios e oceanos, ainda que tratadas, e a disseminacao de lodos ou biossélidos
no solo, como fertilizantes, podem resultar na contaminacdo do ambiente (MURDOCH,
2015).

Os farmacos presentes nas aguas geram preocupacao em locais onde ocorre 0
reuso indireto da agua, quando o efluente que é descartado nos cérregos e rios, retorna
como fonte natural, sendo usado na producdo da agua potavel nas ETAs. Mesmo em baixas
concentracdes, ndo € aconselhavel o reuso dessa agua, devido a possibilidade de
bioacumulacdo (JONES et al., 2003). Isto ocorre em varios paises, inclusive no Brasil.

Neste estudo nos concentramos em produtos farmacéuticos de alto e frequente
consumo em todo o mundo, uso crescente, metabolizacdo incompleta, remocéao incompleta
em aguas residudrias de tratamento e que tém sido frequentemente detectados em plantas
aquaticas. Dentre eles o antidepressivo Fluoxetina, o B-bloqueador Propranolol, o
antibidtico Sulfadiazina e o estimulante Cafeina (SANTOS et al., 2010; JANK et al., 2014;
FABBRI e FRANZELLITTI, 2016; MOKH et al., 2017; GODOQY et al., 2020; PATEL et
al., 2019; Ll et al., 2019).

3.1.1 Fluoxetina

A Fluoxetina (FLX) é o cloridrato de (z)-N-metil-3-fenil-3-[(a,a,a- trifluoro-p-
tolil)-oxi] propilamina, com formula molecular Ci7H1gFsNO-HClyg (Figura 1), e peso

molecular de 345,79 g.mol™.
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Figura 1 - Estrutura molecular da Fluoxetina.

F4C. i
O -

M
H

A Fluoxetina, conhecida mundialmente pelo nome comercial Prozac®, foi um
dos primeiros medicamentos desenvolvidos e comercializados para o tratamento de
enfermidades mentais, tais como a depressdo, ansiedade, bulimia nervosa, transtorno
obsessivo compulsivo (TOC), transtorno disférico pré-menstrual (TDPM), incluindo
tensdo pré-menstrual (TPM), irritabilidade e disforia, e indevidamente empregada no
controle de peso (BORRELY et al., 2012).

Este farmaco é parcialmente metabolizado no figado, originando a
Norfluoxetina, o metabolito primario e ativo, e outros metabdlitos ndo identificados, que
sdo excretados na urina. Sua meia vida de eliminacdo é de 4 a 6 dias, e do seu metabdlito
ativo, a Norfluoxetina, € de 4 a 16 dias. Sendo assim, cerca de 20 - 30% da dose de
Fluoxetina administrada por humanos, é excretada na forma de metabélito (BORRELY et
al., 2012).

As drogas psiquiatricas sdo substancias psicoativas que tém efeito na quimica
do cérebro e do sistema nervoso e, portanto, sdo usadas para tratar doencas mentais e
neuroldgicas, tratam-se de inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina, seu suposto
mecanismo de acdo (CALISTO e ESTEVES, 2009). Entre os medicamentos mais
detectados em corpos d'dgua estdo os antidepressivos (Fluoxetina), os ansioliticos
(Diazepam) e os antiepilépticos (Carbamazepina) (FENT et al., 2006). Todos estes
compostos permanecem estaveis ao longo dos processos de tratamento de esgoto
(BRODIN et al.,, 2013). Além disso, compostos como Oxazepam, Carbamazepina,
Fluoxetina e Norfluoxetina exibem altos fatores de bioacumulacdo em organismos
aquaticos; alguns foram detectados em algas, plancton e invertebrados (BRODIN et al.,
2013; VALDES et al., 2016; VALDEZ-CARRILLO et al., 2020).

3.1.2 Propranolol

O farmaco Propranolol (PRP) é quimicamente (RS)-1-(isopropylamino)-3-
29



(naphthalen- 1-yloxy)propran-2-ol, com férmula molecular C;6H21NO, (Figura 2) e peso
molecular 259.34 g.mol-.

Figura 2 - Estrutura molecular do Propranolol.
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O Propranolol € um beta bloqueador adrenérgico ndo seletivo, altamente
prescrito para o tratamento de doencas cardiovasculares, dentre elas: hipertenséo, angina,
fibrilacdo atrial, pos-infarto, taquicardia, arritmia, cardiomiopatia obstrutiva e enxaquecas.
Estes compostos B-bloqueadores (atenolol, metoprolol, nadolol, propranolol), atuam
basicamente impedindo que receptores B-adrenérgicos sejam ativados ao se ligarem com a
noradrenalina provocando uma série de eventos que culminam na hipertensdo e outras
complicagdes do sistema circulatério (ROSA, 2008). O Propranolol foi o primeiro agente
B-bloqueador utilizado na préatica da clinica médica. E utilizado para reduzir a presséo alta,
aliviar a dor no peito (angina), melhorar o ritmo do batimento cardiaco (arritmias e
taquicardia), prevenir infarto do miocéardio e prevenir enxaguecas (VARANO et al., 2017).

Trata-se de um farmaco altamente lipofilico, sofrendo absor¢cdo quase completa
apo6s a administracdo oral, grande parte do farmaco é metabolizada pelo figado, apenas
cerca de 25% dele atinge a circulacdo sistémica. Possui amplo volume de distribuicdo e
penetra facilmente no sistema nervoso central, é extensamente metabolizado e grande parte
desses metabdlitos estd presente na urina. O 4-hidroxipropranolol é um dos produtos do
metabolismo hepéatico (PONTES, 2009).

O grupo dos B-blogueadores inclui bloqueadores seletivos como o atenolol, que
atuam nos receptores f1-adrenérgicos cardiacos, e blogueadores ndo seletivos, como o
Propranolol, que atuam nos receptores Pl e [2-adrenérgicos. Esses compostos sao
frequentemente analisados e comumente detectados em ecossistemas aquaticos devido ao
seu uso generalizado e, muitas vezes, ao metabolismo incompleto. Por exemplo, apenas
50% do atenolol ingerido € absorvido pelo corpo humano (ALDER et al., 2010). Além
disso, esses compostos sdo altamente resistentes & hidrolise e muito biodisponiveis no
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ambiente (MASZKOWSKA et al., 2014). A exposicdo continua a concentracdes
ambientais de Propranolol demonstrou afetar a fisiologia, o crescimento e as caracteristicas
reprodutivas dos peixes medaka (Oryzias latipes) (HUGGETT et al., 2002) e aumenta sua
bioacumulacdo em Daphnia magna (JEONG et al., 2016).

3.1.3 Sulfadiazina

O antibidtico Sulfadiazina (SDZ) € o0 4-amino-2-N-pirimidinil-
benzenossulfonamida, com formula molecular C1oH10N40,S (Figura 3), e peso molecular
de 250,278 g.mol™.

Figura 3 - Estrutura molecular da Sulfadiazina.
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A Sulfadiazina ¢ um antibiético do grupo das sulfonamidas, antibidticos
sintéticos utilizados no tratamento de doencas infecciosas provenientes de microrganismos.
Utilizada no tratamento de doencas como meningite, infec¢fes urinarias, febre reumatica e
toxoplasmose. Esse medicamento possui ampla acdo como agente sistémico antibacteriano,
atuando na inibicdo da enzima bacteriana que produz o &cido folico, necessario para a
sintese de precursores de DNA e RNA, no interior da célula bacteriana (WANG et al.,
2019).

Os microrganismos sensiveis a Sulfadiazina sdo primariamente aqueles que
sintetizam seu proprio acido félico. Este farmaco é rapidamente absorvido no trato
gastrointestinal, 3 a 6 horas ap0s a administragdo. A meia-vida da Sulfadiazina é de 10
horas aproximadamente, podendo ser prolongada quando existe diminui¢do da capacidade
renal. Cerca de 50% da Sulfadiazina administrada oralmente é excretada na urina em 24
horas, 15 a 40% ¢ excretada na forma acetilada. A excre¢do da Sulfadiazina pela urina, é
dependente do pH. Cerca de 30% é excretado inalterado por acetilagdo rapida e lenta
quando a urina € acida, enquanto cerca de 75% é excretado inalterado por acetilacdo lenta,
quando a urina € alcalina (VALDEZ-CARRILLO et al., 2020).
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Os antibioticos sdo definidos como produtos quimicos que matam ou inibem o
crescimento de microrganismos, consequentemente, eles tém sido amplamente utilizados
para tratar, controlar e prevenir doencas infecciosas em humanos, animais e plantas
(SANTIAGO et al., 2009). Compostos como sulfonamidas, tetraciclinas, macrolideos e
fluoroquinolonas séo utilizados para prevenir infec¢bes, na aquicultura (como tratamentos
profilaticos), na agricultura (como promotores de crescimento), na pecuéria e no
tratamento de infec¢bes do trato respiratério e urinario em humanos (BRENNER et al.,
2011). O interesse pela presenca de antibioticos no meio aquatico esta mais relacionado a
sua pseudo-persisténcia, bem como sua participacdo como agente de resisténcia bacteriana
(VALDEZ-CARRILLO et al., 2020).

3.1.4 Cafeina

A Cafeina (CFN) é conhecida quimicamente como 1,3,7-trimetil- 1H-purino-
2,6(3H, 7H)-diona(1,3,7-trimetilxantina), um composto quimico de férmula molecular
CgH10N4O; (Figura 4), e peso 194,19 g.mol™.

Figura 4 - Estrutura molecular da Cafeina.
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A Cafeina é classificada como alcaloide do grupo das xantinas, atua sobre o
sistema nervoso central e metabolismo basal, inibindo os receptores de adenosina, um
neurotransmissor que age no controle da frequéncia cardiaca, da pressdo sanguinea e da
temperatura corporal. Doses terapéuticas de Cafeina estimulam o coragdo, aumentando a
sua capacidade de trabalho, produzindo também dilatacdo dos vasos periféricos (DI
LORENZO et al., 2019).

A Cafeina ocorre naturalmente em 60 espécies de plantas e é usada em
diversos alimentos e bebidas, além de ser amplamente utilizada em formulagbes de

medicamentos. A meia-vida da Cafeina varia extensamente, em adultos saudaveis, € de
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aproximadamente 5 a 6 horas, podendo diminuir ou aumentar devido a fatores como
tabagismo, peso corporal e gravidez. E metabolizada no figado pelo sistema da enzima da
oxidase do citocromo P450 e dividida em trés dimetilxantinas metabdlicas: paraxantina,
teobromina e teofilina, que serdo excretadas na urina. Uma pequena fracdo da Cafeina total
consumida é excretada em sua forma original (QUADRA et al., 2019).

Uma quantidade consideravel de Cafeina pode ser descartada sem ser
consumida, especialmente por cafeterias (MONTAGNER et al., 2017). Uma vez no esgoto,
a Cafeina pode atingir corpos d'agua, e se espalhar em aguas superficiais, subterraneas e
também em &agua potavel (BRUTON et al.,, 2010; MACHADO et al.,, 2016). A
concentracdo de Cafeina no esgoto varia de acordo com Vvarios aspectos, como padrfes de
ingestdo, temperatura, época do ano, o numero de consumidores, a extensdo e a rede de
esgoto. Mesmo com taxas de remocao eficazes, a alta concentracdo de Cafeina no esgoto
reflete os amplos padrdes de consumo e a falta de saneamento adequado (MONTAGNER
et al., 2017). Portanto, a Cafeina é reconhecida como contaminante emergente e, embora
considerado um composto seguro, concentracdes de Cafeina podem ser toxicas para 0 meio

aquatico e organismos terrestres, e até mesmo para humanos (QUADRA et al., 2019).

3.2 Tratamento de aguas residuarias

Os processos biologicos sdo frequentemente utilizados no tratamento de
grandes volumes de efluentes, porque permitem alcancar altas taxas de remogdo de matéria
organica e seu custo é relativamente baixo. No entanto, alguns compostos sdo
recalcitrantes e podem, inclusive, ser tdxicos aos microrganismos. Em estudos de
biodegradacdo de antibidticos, as taxas de remocao foram da ordem de 50% para sistemas
convencionais de lodo ativado (TRAN et al., 2016).

Os processos fisicos - decantacdo, flotacdo, filtracdo, adsor¢do - sdo
caracterizados pela transferéncia de fase do contaminante, sem que este seja de fato
degradado. Por outro lado, costumam ser bastante eficientes, podendo ser Gteis como pré
ou pos- tratamento do processo final (GOMES e SCHOENELL, 2018). Em ETEs que
operam com sistema de lodos ativados a adsorgdo é o principal mecanismo de remocéo de
farmacos lipofilicos, como os estrégenos (TRAN et al., 2016).

Os processos quimicos baseiam-se na oxidagdo dos contaminantes pela reacéo

com oxidantes fortes, como perdxido de hidrogénio (H,O,), cloro (Cl,), diéxido de cloro
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(CIOy) e permanganato (MnQO,). Na maioria dos casos, no entanto, a utilizacdo deste tipo
de tratamento ndo promove a mineralizacdo completa dos contaminantes a CO,, havendo a
formacdo de uma grande variedade de subprodutos de degradacdo, em geral, acidos
organicos (oxalico, tartarico, férmico, acético).

A eficiéncia de remogdo dos farmacos em ETEs depende das propriedades
fisico-quimicas de cada composto. Varios trabalhos relatam que a eliminacdo destes
compostos € frequentemente incompleta. Por exemplo, para o anticonvulsivante
carbamazepina uma remocao de 7% foi observada, enquanto que para o analgésico acido
acetilsalicilico 99% de remocéo foi obtida em uma ETE na Alemanha (TERNES et al.,
2003). Esta oscilagdo na taxa de remoc¢do também foi observada em ETE na Finlandia,
onde 26% de remocdo foi obtida para diclofenaco e 92% para ibuprofeno (LINDQVIST et
al., 2005). Compostos polares tendem a permanecer na fase aquosa, o que favorece sua
entrada no ambiente aquético. Por outro lado, compostos pouco polares sdo removidos por
adsorcao no lodo, como mencionado anteriormente (CARBALLA et al., 2004).

3.3 Irradiacgao por feixe de elétrons no tratamento de 4guas

Os Processos Oxidativos Avancados (POAS) sdo caracterizados pelas reagdes
de oxidacdo quimica intermediada pelo Radical Hidroxila (HO), trata-se de espécies
oxidantes transitorias, reativas e pouco seletivas. O potencial de redu¢do do HO (EO =
2,73 V), muito superior ao dos oxidantes convencionais, atuam na oxidagdo de uma grande
variedade de substancias. A versatilidade desses processos é reforcada pelo fato de
oferecerem diferentes possibilidades de caminhos para gerar os radicais hidroxilas (AL-
KDASI et al., 2004; MELO et al.,, 2009). Por estes motivos, os POAs vém sendo
amplamente utilizados em tratamento de aguas residuarias, para a remocdo de
contaminantes organicos e inorganicos, e também para melhorar a biodegradabilidade dos
efluentes, devido a remocéo efetiva dos contaminantes (R1ZZO, 2011; OLUWOLE et al.,
2020).

Os POAs séo processos que produzem espécies oxidantes, como as hidroxilas
(OH*) que quebram as moléculas em produtos menos nocivos, e também podendo
mineralizar. Quando comparados a outros processos, geram poucos residuos e emissdo de
gases (WOINAROVITS e TAKACS, 2008). Como exemplos de POAs, podemos citar em

destaque: os processos de fotocatalise, foto-Fenton, ozonizacéo, radiacéo ionizante, dentre
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outros (ASHRAF et al., 2016; JALLOULI et al., 2018; BANSAL et al., 2018;
CHANGOTRA et al., 2019).

Nos POAs, a partir da irradiacdo de solucbes aquosas nos aceleradores de
elétrons, a principal modificacdo se deve a interacdo da radiacdo com a matéria (dgua)
ocasionando mudangas fundamentais no sistema irradiado, por meio da reacdo de
ionizacdo e excitagdo nos atomos e moléculas, incluindo a oxidagdo de moléculas
organicas e alteragdes estruturais em moléculas orgéanicas e inorganicas (GARCIA, 2020).

As principais espécies geradas pela radidlise da dgua s&o 0s ey, H', OHe, e os
produtos moleculares H, e H,0,. A equacédo a seguir (Equacdo 1) corresponde a radiolise
da agua:

H20 — [2,6] €39 + [0,6] H" + [2,7] OH" + [0,7] H,0, + [2,6] H30™ + [0,45] H, (1)

Os radicais livres originados em decorréncia da ionizacdo das moléculas de
agua interagem entre si ou com moléculas préximas. O Radical Hidroxila (OH) é o
oxidante primério na degradacdo de compostos organicos, e esta entre 0s principais
radicais formados na radiolise da agua (BORRELY, 2001; WOIJNAROVITS e TAKACS,
2016; GARCIA, 2020).

O rendimento das espécies formadas pela absor¢cdo de energia na reacdo da
radiélise da agua é avaliado pelo valor G (mol.J™%). Os principais produtos moleculares e
intermediarios que sdo formados pela interacdo da radiacdo com a dgua estdo representados
na equacdo 1, onde estdo as espécies formadas e seus respectivos rendimentos para 100 eV
de energia absorvida. O valor G é o niumero de moléculas produzidas ou que reagem para
uma dada energia de radiacdo, e dependentes do pH da solucdo (BORRELY, 2001;
GARCIA, 2020).

Em meio &cido é convertido em atomo de hidrogénio, como na Equacéo 2:

e-aq + H+aq — H. (2)

Em meio basico, os atomos de hidrogénios séo transformados em e,q € 0S

radicais OHe dissociam-se, conforme as Equacoes 3 e 4, respectivamente:

H + OH 5 — e (3)
OH' — Ogq + H'yq 4)
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Na presenca de ar ou em solugdes com oxigénio saturado ocorre a captura dos
radicais €,q € H' pelo oxigénio gerando os radicais anion superdxido e hidroperoxila,

representados nas Equacdes 5 e 6, respectivamente:
e—aq +0, — 02—. (5)
H + O, —» HO, (6)

As tecnologias envolvendo a radiacdo ionizante vém sendo utilizadas em
diversos segmentos, tais como, industrial, medicinal, ambiental e na producdo de
alimentos. No mundo existem cerca de 250 instalacdes de radiacdo gama e mais de 1600
aceleradores de feixe de elétrons. No Brasil, encontramos 7 irradiadores com atividades
entre 10 kCi e 100 Mci e mais de 20 aceleradores de elétrons com energias entre 100 keV e
10 Mev. Dentre eles temos 2 aceleradores industriais, JOB 188 e JOB 307, instalados no
Centro de Tecnologia das Radiacbes (CETER), no Instituto de Pesquisas Energéticas
Nucleares (IPEN), sendo eles destinados a diversas areas de pesquisa e prestacdo de
servigos (IAEA, 2019).

Os aceleradores originam elétrons com energia entre 50 e 400 kW. Para o
tratamento de gas, € necessaria a energia entre 0,7 a 1,0 Mev, e para o tratamento de aguas
residuarias e esgotos, a energia deve ser superior a 1,0 Mev, tornando o processo mais caro
quando destinado a tratamento de efluentes industriais. Porém, doses baixas de radiacdo
tém se mostrado suficientes na penetracdo de elétrons em efluentes industriais, originando
mudancas na hidrodindmica dos poluentes, justificando assim o seu uso (HAN et al., 2007,
MORAIS, 2015; GARCIA , 2020).

Estima-se que o custo total para o tratamento por feixe de elétrons seja de 0,29
US $/m?® para 10,000 m*/dia (incluindo operagdo, capacidade e descarga de agua), e que
este valor de custo reduza de acordo com o aumento do volume tratado (0,041 US $/m*
para 200,000 m®*dia) (HOSSAIN et al., 2018), tratando-se assim de um sistema de
desempenho técnico competitivo, de viabilidade econdmica e de praticas operacionais
seguras (ABDEL-RAHMAN e HUNG, 2020).

As aplicagdes da radiacdo ionizante vém se estendendo para as mais diversas
areas, como na saude, industria, agricultura e meio ambiente (IAEA, 2020). Levando em
conta o tratamento de aguas residuarias, a radiacao ionizante tem sido aplicada visando a

remoc&o de agrotdxicos, herbicidas, corantes, produtos farmacéuticos, petroquimicos, e na
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desinfeccdo de aguas residuarias e lodo (ABDEL-RAHMAN e HUNG, 2020).

A irradiacdo por feixe de elétrons pode ser aplicada a degradacéo de residuos
de farmacos, tanto na saida das ETES quanto em etapas finais do processo de tratamento de
agua. Em efluentes de ETEs, a remocdo desses residuos evitaria a contaminacgdo de aguas
superficiais por essa fonte e, consequentemente, os efeitos em organismos aquéticos seriam
minimizados. Por outro lado, a 4gua captada para tratamento em estacdo de tratamento de
agua, que pode estar contaminada por residuos de farmacos provenientes de outras fontes,
como esgoto doméstico in natura e efluente rural, apds passar pelos processos
convencionais de tratamento poderia ser submetida a um POA para a remogdo de
compostos organicos persistentes, inclusive os residuos de farmacos. Dessa forma, esses
residuos ndo estariam presentes na agua potavel, ou em quantidades reduzidas, evitando
assim, possiveis efeitos prejudiciais a saide humana (MELO et al., 2009).

Em aplicagcbes ambientais o acelerador de elétrons tem se mostrado a melhor
opcao entre os irradiadores, sendo desenvolvida como um tratamento avancado que pode
ser aplicado como complemento ao tratamento de aguas e efluentes (SILVA et al., 2016;
TOMINAGA et al., 2018, 2021; BORRELY et al., 2019; BOIANI et al., 2019, 2021).

Um exemplo de implementacdo de aceleradores de elétrons em planta
industrial, na China, constatou que a utilizagcdo da irradiagdo em conjunto do tratamento
biol6gico melhorou em 224% (3 kGy) a biodegradabilidade do efluente, como bases nos
valores obtidos de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO) (HE et al., 2016). Na Coréia do Sul foi aplicada a irradiacdo no
tratamento de efluentes téxteis em um complexo industrial (cidade de Daegu), como pré-
tratamento para o processo bioldgico (lodo ativado), onde obtiveram resultados
promissores em relagcdo a biodegradabilidade dos efluentes, com diminuic¢do entre 30 e
40% da DQO e DBO, e superior a 70% de Carbono Organico Total (COT), em dose
proximaa 1 kGy (KIM et al., 2011; HAN et al., 2012).

Trabalhos pioneiros sobre as aplicacdes da radiacéo ionizante no tratamento de
aguas datam da década de 50, nesta época as fontes de cobalto e radiagdo gama eram as
mais empregadas. Atualmente sdo utilizados preferencialmente os aceleradores de elétrons
para o tratamento de aguas e efluentes, baseado no estagio atual da tecnologia e sua
versatilidade (SILVA et al., 2016).

O fator econdmico é um dos pontos mais importantes para a instalacdo de uma

planta de acelerador de elétrons, eles originam elétrons acelerados com energia que
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alcancam de 50 a 400 kW (HAN et al., 2007). Na Tabela 2, sdo apresentados trabalhos na

area ambiental utilizando os aceleradores de elétrons.

Tabela 2 - Trabalhos na area ambiental com a utilizagdo de acelerador de elétrons.

Autor/Ano Objetivo Dose (kGy)
BORRELY et al. Reducdo da toxicidade de efluentes industriais e 5,0 -50
(2000) domeésticos tratados por irradiacéo.
ROMANELLI et al. Irradiacdo com feixe de elétrons dos surfactantes 3,0-12,0
(2006) DSS e LAS.
HAN et al. Irradiacdo de efluente téxtil a fim de melhorar sua 1-2
(2007) biodegradabilidade.
SILVA et al. Avaliacédo da reducéo da toxicidade da 0,5-20
(2016) Fluoxetina, e sua mistura com esgoto domeéstico.
BORRELY et al. Remocao de cor e toxicidade de um efluente 0,5-20
(2016) téxtil com feixe de elétrons.
TOMINAGA et al. Reduc&o da toxicidade do farmaco Diclofenaco, 25-10
(2018) Fluoxetina e mistura de ambos, apds irradiag&o.
TEGZE et al. Degradacéo dos antibidticos Norfloxacina e 2,0
(2018) Ciprofloxacina.
SAGI et al. Eficiéncia de degradacéo de antibitticos 1,5-2,5
(2018) sulfonamidas.
SHAO et al. Degradacdo do farmaco Fluoxetina induzida pela 0,5-5,0
(2018) radiacdo ionizante.
BOIANI et al. Reducdo da toxicidade dos farmacos Propranolol 25-10
(2021) e Fluoxetina, isolados e em mistura.
BORRELY et al. Reducdo da toxicidade de surfactantes ndo idnicos 0,5-15
(2019) e efluente téxtil — remogé&o de cor.
ZHUAN e WANG Degradac¢do do Diclofenaco em solugéo aquosa por 0,2-1,0
(2020) radiacdo ionizante.
TOMINAGA et al. Reducdo da toxicidade da mistura dos farmacos 1,0-5,0
(2021) Aspirina+Fluoxetina.
TAKACS et al. Eliminacdo da toxicidade e atividade microbiana da 0,5-1,0
(2022) oxacilina usando radiacdo ionizante.

Fonte: autora da tese.

No Brasil essa tecnologia vem sendo estudada ha anos e a diminui¢do de
toxicidade aos organismos aquaticos tem sido evidenciada, além de outros parametros.
Diversos autores obtiveram éxito na aplicacdo da radiacdo por feixe de elétrons no
tratamento de esgotos domésticos e industriais, e também em substéncias isoladas ou em
misturas. Esses autores sugerem ou obtiveram bons resultados com doses iguais ou
menores a 5,0 kGy, para a reducédo da toxicidade das amostras estudadas (SILVA et al.,
2016; TOMINAGA et al., 2018; 2021; BORRELY et al., 2019; BOIANI et al., 2019,
2021).

38



No momento, o Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), esta
trabalhando na fabricagdo de uma unidade mével com Acelerador Industrial de Elétrons,
com o intuito de tratar efluentes industriais visando o possivel reuso ou descarte. O
caminhdo tera capacidade de tratar até 1000 m® de liquido por dia. Este “Projeto da
Unidade Movel com Acelerador Industrial de Elétrons” foi elaborado em parceria com
Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP), Comissdo Nacional de Energia Nuclear
(CNEN), Servico Nacional de Aprendizagem Industrial (SENAI-SP), Companhia de
Saneamento Basico do Estado de S&o Paulo (SABESP), Petrobras, Truckvan, Nuclebras
Equipamentos Pesados (NUCLEP), e a empresa coreana EB-Tech Co Ltd, com apoio da
Agéncia Internacional de Energia Atomica (AIEA) (SILVA et al., 2019).

3.4 Ecotoxicologia

A Ecotoxicologia trata-se de um ciéncia multidisciplinar, que permite a
avaliacdo da interacdo da ecologia (relagcbes entre os seres vivo e 0 ambiente) com a
toxicologia (efeitos adversos de determinada substancia a um organismo), possibilitando o
estudo dos efeitos das substancias quimicas e suas interacdes sobre os sistemas biologicos,
determinando a sensibilidade aos compostos quimicos, a um efluente ou amostra
ambiental, permitindo a avaliagdo da contaminacgéo e prevendo os impactos futuros dessa
exposicdo. A ecotoxicologia vem sendo utilizada como importante ferramenta de
prevencdo a poluicdo ambiental, buscando a identificacdo das causas e efeitos nocivos
sobre os organismos, a quantificacdo e avaliacdo dos seus efeitos, o reconhecimento dos
contaminantes e seus mecanismos de acdo, bem como o destino no meio ambiente
(CONAMA 357/05; ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008; KLAASSEN et al., 2019).

Os ensaios de ecotoxicidade consistem na exposicdo de determinado
organismo-teste a uma série de concentra¢Ges de um composto quimico, junto com um
controle negativo, sem o composto quimico, e ao final do experimento, sdo avaliados 0s
efeitos adversos que podem ser quantificados devido a exposi¢édo a substancias, tais como:
alteracdo no comportamento animal, nimero de organismos vivos ou mortos, taxa de
reproducdo, comprimento e massa corpdrea, nimeros de anomalias ou incidéncia de
tumores, alteracdes fisioldgicas e bioquimicas, densidade e diversidade de espécies em
uma comunidade bioldgica, dentre outros. Ao final é elaborada uma curva dose-resposta

entre a concentracdo do contaminante ao qual os organismos foram expostos e a gravidade
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da resposta detectada (BORRELY et al., 2018; FILIP et al., 2020; GARCIA et al., 2021).

Os ensaios de ecotoxicidade para efeito agudo e crénico de contaminantes séo
amplamente aplicados na avaliagdo dos efeitos dessas substancias aos organismos
presentes no ambiente. Ensaios de toxicidade aguda baseiam-se na avaliacdo dos efeitos
severos e rapidos, sofridos pelos organismos expostos a determinado agente quimico em
um curto periodo de tempo, sendo a mortalidade, o critério de avaliacdo mais comum.
Estes ensaios sdo Uteis na triagem rapida, pois fornecem informacdes sobre os limites de
efeito e toxicidade comparativa e seletiva, e ainda podem ser utilizados para determinacao
de faixas de concentragdes para estudos posteriores (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008;
KLAASSEN et al., 2019).

O resultado de um ensaio de toxicidade de efeito agudo pode ser expresso pela
Concentracdo Efetiva Mediana (CE50) ou pela Concentracdo Letal Mediana (CL50). A
CES50 é a concentracao efetiva mediana que causa efeito a 50% dos organismos expostos
(Figura 5) apds determinado periodo (24 a 48 horas, por exemplo), dentre os efeitos mais
comuns temos: imobilidade, perda de equilibrio, falha em responder a estimulo externo e
comportamento anormal. A CL50 é a concentracdo estimada que causa mortalidade a 50%
dos organismos expostos em um periodo de tempo especifico (usualmente de 24 a 96
horas) (RAND, 1995; BLAHA e HOFMAN, 2020).

Figura 5 - Representacdo de uma curva dose-resposta tipica obtida em ensaios de toxicidade.
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Fonte: autora da tese.

Os organismos aquaticos sdo reconhecidos como bioindicadores de
contaminacdo ambiental, uma vez que apresentam respostas com importante relevancia aos

potenciais perigos de contaminacdo ambiental pelos compostos quimicos. Espécies
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representativas de diferentes grupos, tais como os decompositores (microrganismos),
produtores (algas e plantas) e consumidores (invertebrados e vertebrados) séo utilizados
como modelos para os testes de toxicidade (FILIP et al., 2020). Entre os organismos
difundidos em ensaios que apresentam metodologia padronizada pela Associacédo
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), encontram-se 0os microcrustaceos Daphnia similis

e a bactéria Vibrio fischeri, empregados neste estudo.
3.4.1 Organismos-teste

No presente estudo, foram realizados ensaios para avaliacdo do efeito agudo

com o microcrustaceo Daphnia similis e com a bactéria Vibrio fischeri (Figura 6).

Figura 6 - Organismos utilizados em ensaios de ecotoxicidade; A) Daphnia similis, B) Vibrio fischeri.

Fonte: A) Garcia, (2020); B) National Science Foundation.

Os microcrustaceos Daphnia similis pertencem a classe Cladocera, Familia
daphnidae, e representam um papel importante na cadeia alimentar por serem
consumidores primarios, alimentam-se de algas e s&o consumidos por organismos de niveis
troficos superiores, como 0s peixes, por exemplo. Sendo assim, alteracbes em suas
populacbes podem acarretar em um desequilibrio em toda a cadeia alimentar. Séo
organismos filtradores, com cerdas filtradoras, presentes na regido toracica, que retém
algas, bactérias e detritos organicos presentes na agua, o alimento é transferido para a boca,
triturado na mandibula e em seguida passa ao trato digestorio (BARNES e RUPPERT,
1996; ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).

A reproducdo geralmente acontece por partenogénese, de forma assexuada,

onde as fémeas produzem células diploides, que ddo origem a uma populacdo constituida
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somente por fémeas, que em condic¢des favoraveis possuem crias de 4 a 65 jovens. Caso
ocorra algum estresse ambiental, qualquer alteracdo como superpopulacdo, falta de
alimento, mudanga de temperatura ou variagdo indevida de fotoperiodo, pode acarretar no
surgimento de machos, e/ou fémeas com dois ovos haploides que sdo fecundados pelos
machos (ZAGATTO e BERTOLETT]I, 2008).

Ensaios de ecotoxicidade com Daphnia similis sdo amplamente utilizados para
a avaliacdo da toxicidade aguda e cronica, em publicacdes cientificas, incluidos em
relatorios ambientais de qualidade de &gua e exigidos em monitoramentos por 6rgaos
ambientais fiscalizadores, devido a caracteristicas como: sensibilidade a diversos
contaminantes aquaticos, facilidade de cultivo, reproducdo por partenogénese, que permite
a constante sensibilidade do organismos e boa repetibilidade nos resultados (MORAIS,
2015).

A bactéria Vibrio fischeri € um organismo de agua salgada, gram-negativo e
anaerdbio facultativo que emite luz naturalmente sob condices favoraveis, pertence a
classe Gammaproteobacteria e a Familia Vibrionaceae. Essa bactéria vive geralmente em
col6nias, em mutualismo com lulas e peixes, mas também existem representantes de vida
livre. A luminescéncia emitida pela bactéria € relacionada a atividade metabdlica do
organismo, que libera energia em forma de luz. Os compostos podem causar indugdo ou
supressdo dessas atividades enzimaticas, causando reducdo na bioluminescéncia
(PARVEZ et al., 2006; GARCIA, 2020).

Por se tratar de um ensaio com rapida obtencdo de resultados, € muito utilizado
em correlacdo com bioensaios de vertebrados e peixes. Neste ensaio € avaliada a reducao
da luz emitida pelo microrganismo apds a exposi¢do a amostra de interesse. As medidas da
quantidade de luz emitida antes e ap6s o contato com a amostra, em intervalos de tempo
padronizados (15 ou 30 minutos), mostram a redugédo da capacidade de producéo da luz
qguando em contato com amostras toxicas (BORRELY, 2001; PARVEZ et al., 2006;
GARCIA, 2020).

Dentre os diversos ensaios ecotoxicoldgicos existentes, o de toxicidade aguda
utilizando essa bactéria € o que mais vem sendo utilizado para a determinacdo de
toxicidade de amostras ambientais em diferentes partes do mundo. Apesar de existirem
controveérsias sobre a utilizacdo deste organismo, por ser proveniente de ambiente marinho,
este apresenta resultados similares a outros ensaios de toxicidade de &guas doces. No

Brasil, vem sendo cada vez mais utilizado o teste com a bactéria Vibrio fischeri pelos
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setores industriais e 6rgdos ambientais, pois possui padronizacdo de metodologia pela
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) e pela Companhia Ambiental do
Estado de S&o Paulo (CETESB) (SOARES, 2012; BOIANI, 2018).

Os ensaios com a bactéria Vibrio fischeri apresentam vantagens como
sensibilidade, rapidez, reprodutibilidade, confiabilidade e simplicidade. Vém sendo
frequentemente aplicados como um método de triagem priméria, em razdo da velocidade
das analises, que podem ser amplamente aplicadas em casos de emergéncias ambientais
(ABBAS et al., 2018). No nosso estudo, foi primordial a utilizacdo deste ensaio devido a
necessidade de testar parametros para estabelecer a eficacia ideal do tratamento com

radiacdo ionizante, o que foi facilitado por ser um ensaio sensivel e rapido.
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4 METODOLOGIA

Visando o desenvolvimento e respectiva transferéncia de tecnologia, este
estudo empregou um acelerador de elétrons para a degradacdo de compostos
farmacéuticos, em solucdo aquosa, individuais e em misturas, além de ampla avaliagcdo dos
efeitos dessas substancias nos organismos aquaticos. Assim, com este projeto, foi possivel
obter a avaliagdo da reducédo da toxicidade de compostos farmacéuticos, apds o tratamento
com a irradiacdo por feixe de elétrons.

Foram utilizados o antidepressivo Fluoxetina, o B-bloqueador Propranolol, o
antibidtico Sulfadiazina e o estimulante e excipiente farmacéutico Cafeina, diluidos em
agua destilada. Esses compostos foram analisados isolados e também combinados em seis
diferentes misturas, dentre elas: trés misturas binarias; duas misturas ternarias; e uma
mistura quaternaria, a fim de verificar o potencial tdxico desses compostos em mistura.

Outro enfoque do trabalho foi a avaliacdo de risco ambiental de produtos
possivelmente tdxicos, onde sdo necessarios dados de ensaios com organismos de
diferentes niveis tréficos. Diante disso, foram escolhidos o microcrustdceo Daphnia similis
e a bactéria Vibrio fischeri para a etapa do estudo, devido a sua relevancia para o
compartimento aquético, além de serem espécies de diferentes niveis tréficos e
recomendadas em protocolos padrdes para a avaliacdo do risco ambiental. Todos o0s
ensaios de toxicidade para efeito agudo foram realizados no Laboratério de Ensaios
Bioldgicos e Ambientais (LEBA) do Centro de Tecnologia das Radiacdes (CETER/IPEN).

A previsdo/avaliacdo do risco da toxicidade das misturas binarias -
sinergismo/antagonismo - dos produtos farmacéuticos testados para D. similis foram
realizados em relacdo a adicdo de concentragdo (CA) e a acdo independente (1A),
empregando o modelo MixTox, em planilha Excel automatizada (ToxCalcMix v. 1.0),
desenvolvida de acordo com os modelos e equacdes ja descritas (JONKER et al., 2005;
BARATA et al., 2006).

Além disso, também foram avaliados os parédmetros fisico-quimicos dos
compostos quimicos, tais como: pH; Oxigénio Dissolvido (OD), Condutividade e Carbono
Organico Total (COT). Foram realizadas andlises de Espectrometria UV-Vis a fim de
verificar a degradacdo dos compostos farmacéuticos ap6s a aplicacdo da radiacdo
ionizante.

A parte experimental realizada durante o estudo consta no fluxograma a seguir
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(Figura 7):

Figura 7 - Etapas do desenvolvimento experimental do projeto.
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Fonte: autora da tese.

4.1 Preparo das solucbes dos compostos farmacéuticos

Neste estudo foram utilizados o antidepressivo Fluoxetina, grau de pureza >
99%, ¢ o B-bloqueador Propranolol, grau de pureza > 98%, adquiridos do fabricante Divis
Pharmaceuticals Ltda. Os farmacos foram preparados em baldo volumétrico com diluicdo
em 4gua destilada nas concentracdes de 20 mg.L™ para a Fluoxetina. Para o Propranolol, as
concentracdes utilizadas foram de 50 mg.L™ (para os ensaios de mistura) e 80 mg.L™ (para
0s ensaios isolados), concentracOes estas selecionadas a partir da literatura.

O antibidtico Sulfadiazina, grau de pureza > 99%, e 0 estimulante Cafeina,
grau de pureza > 99%, foram adquiridos do fabricante Sigma-Aldrich. Para a preparagéo
da solucéo estoque do antibiotico, apos a diluicdo do farmaco em &gua destilada, visando a
concentracdo de 50 mg.L™, foi necessaria a elevacdo da temperatura a 80°C, a fim de
garantir a solubilizacdo do composto (em baldo volumeétrico) conforme literatura. O
composto farmacéutico Cafeina foi preparado em baldo volumétrico, com diluicdo em agua

destilada, nas concentracées de 50 mg.L™ (para os ensaios de mistura) e 100 mg.L™ (para
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0s ensaios isolados), conforme ensaios preliminares.

A escolha desses compostos farmacéuticos se deu com base em dados da
literatura que demonstraram estes metabolitos dentre os mais encontrados nas diversas
matrizes ambientais aquaticas, dentre os paises que estudam a sua detec¢do. Além do alto
consumo dessas substancias pela populacdo em geral, e do seu uso continuo.

Para a validacdo dos ensaios de ecotoxicidade foram utilizadas como
substancia de referéncia o Cloreto de Potassio (KCI) para a Daphnia similis, e o Fenol para
a Vibrio fischeri, ambas com grau de pureza > min. 99%, do fabricante Anidrol Produtos

Quimicos.
4.1.2 Preparagdo das misturas

O preparo das misturas para realizacdo dos ensaios de ecotoxicidade foram
realizadas na proporcdo de 1:1. Nas misturas binarias, foram feitas as misturas de 250 mL
de cada solucdo estoque do composto farmacéutico de interesse, em baldo volumétrico de
500 mL, com concentragédo esperada de 50% de cada amostra de composto farmacéutico.

Para as misturas ternarias, foram realizadas as misturas de 166 mL de cada
solucdo estoque de interesse, e para a mistura quaternaria 125 ml, em baldo volumétrico de
500 mL, com concentracdo esperada de 50% de cada composto, conferindo a proporcéo de
1:1 das amostras.

Para os ensaios de predi¢do da toxicidade das misturas binarias, também foram
necessarias concentracdes de 25:75 e 75:25 das misturas, preparadas em baldo volumétrico
de 500 mL, com 125 mL de amostra de determinado composto, para 375 mL do outro

composto de interesse, visando essas concentracdes determinadas.

4.2 Irradiagdo das amostras

As amostras foram dispostas no acelerador de eletrons do CETER/IPEN,
modelo Dynamitron (Figura 8), com energia fixada em 1,4 MeV, e poténcia de 37,5 kW,
variando a corrente do feixe eletrénico. As doses de radiacdo aplicadas variaram conforme
a intensidade da corrente elétrica, para obtencdo do feixe de elétrons. As amostras foram
contidas em recipiente de vidro de borosilicato, material Pyrex®, com volume de 246 mL
(a fim de garantir espessura de 4,0 mm de amostra para correta distribuicdo da energia e

penetrabilidade), os recipientes foram cobertos com filme plastico, garantindo a
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preservacdo da amostra. Os recipientes contendo as amostras foram dispostos em bandeja
mével e esteira automatica com velocidade fixada em 6,72 m.min™, passando duas vezes
sob feixe de elétrons, recebendo metade da dose em cada passagem. Com base em estudos
anteriores (SILVA et al., 2016; TOMINAGA, 2018; BOIANI, 2018), foram aplicadas
doses baixas - 2,5 e 5,0 kGy - nas solugdes dos compostos farmacéuticos, a fim de
viabilizar o custo operacional e minimizar a energia do processo.

A confirmacdo das doses recebidas pelas amostras submetidas a irradiacdo por
feixe de elétrons foram realizadas com o dosimetro Perspex, Harwell Red, Batch KZ tipo
4034, com variacdo menor que 5%, experimento esse realizado pelo Laboratério de
Dosimetria do CETER/IPEN.

Figura 8 - Acelerador de Elétrons (CETER/IPEN) com amostras dos produtos farmacéuticos para a
irradiacéo.

Fonte: autora da tese.

4.3 Ensaios de toxicidade para efeito agudo — Daphnia similis

4.3.1 Cultivo e manutencéo

A &gua utilizada para a manutencao dos cultivos dos organismos D. similis foi

coletada em area de protecdo de manancial no reservatorio de Ribeirdo Pirai, municipio de
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Salto/SP.

A &gua foi coletada semestralmente e sua dureza determinada pelo método
titulométrico do EDTA de acordo com norma técnica da CETESB L5.124. Conforme a
norma ABNT 12713/2016, os valores de dureza foram corrigidos, quando necessario, para
aproximadamente 45 £ 2 mg CaCOg3 L. A fim de garantir a solubilizagéo total dos sais
utilizados para a correcdo da dureza, e saturacao de oxigénio adequada, a &gua foi mantida
sob aeracdo constante durante periodo minimo 24 horas, para a realizacdo dos ensaios e
trocas de agua dos cultivos. Embora a norma recomende que o pH seja mantido entre 7,0 e
7,6, por préticas e procedimentos do laboratorio, ndo foi realizado o ajuste de pH em agua
natural.

Apbs a coleta de cada lote de &gua, foram realizados ensaios de viabilidade
para o organismo-teste D. similis com idade entre 6 e 24h. Os ensaios foram encerrados
apos 48 horas de exposicdo dos organismos, sem adicdo de alimento. Todos os lotes de
agua coletados no periodo de desenvolvimento deste trabalho foram satisfatorios, pois ndo
apresentaram imobilidade dos organismos superior a 10% do total dos individuos expostos.

Os cultivos dos organismos foram mantidos em cristalizadores de 2 litros, com
40 organismos em cada e acondicionados em incubadora modelo Q315M26 (Quimis®) em
temperatura de 20°C + 2°C, com fotoperiodo de 16 horas de luz / 8 horas escuro (Figura
9). Cada cultivo foi mantido por 30 dias, aproximadamente, com renovacdo da agua de
cultivo uma vez por semana e manutencdo diaria, que consistia na retirada de neonatos e
dos exoesqueletos liberados durante as mudas. A alimentacéo foi realizada com microalga
Raphidocelis subcapitata, na concentragdo 1 a 5 x 10° células para cada dafinideo, e
complementada com racdo de peixes e leveduras diluidos em agua (RL) na propor¢édo de
50uL/org.

Figura 9 - Incubadora com cultivos de D. similis.

Fonte: autora da tese.
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4.3.2 Ensaios de ecotoxicidade

Os ensaios com D. similis seguiram as recomendagfes da norma ABNT NBR
12713/2016. Para cada amostra foi realizada uma série de dilui¢des, a fim de determinar o
valor de CE50. As concentracdes foram definidas a partir de ensaios preliminares.

O minimo de 5 concentracBes distintas foi adotado, além de um controle
(somente agua de cultivo). Os ensaios foram realizados em duplicata para todos os
compostos farmacéuticos e misturas analisadas. Para cada concentracdo-teste foram
montadas quatro réplicas com 10 mL cada, e adicionados cinco neonatos, com idades entre
6 e 24 horas de vida em cada, totalizando vinte organismos por concentracdo (Apéndice
A). Os ensaios foram mantidos por 48h protegidos da luz e temperatura em 20 °C = 2 °C.
Apds esse periodo, avaliou-se a imobilidade/mortalidade dos organismos em cada uma das
concentragdes. Os valores das CE504gn, bem como seus intervalos de confianga foram
calculados no software GraphPad Prism v. 7.0. Os pardmetros fisico-quimicos pH, OD e
condutividade foram verificados no inicio e no fim de cada ensaio.

Para a validacdo dos ensaios de toxicidade foi avaliada a sensibilidade dos
organismos, utilizando Cloreto de Potassio (KCI) como substancia referéncia, esses
resultados foram utilizados para carta controle de sensibilidade, segundo recomendacdes
da Norma Técnica (ABNT NBR 12713/2016). Os ensaios foram conduzidos mensalmente
e os resultados obtidos foram analisados pelo célculo da CE504gn € seus intervalos de
confianca, novamente por meio do software GraphPad Prism v. 7.0. A partir dos valores de
CE50 obtidos foi possivel calcular o Coeficiente de Variacdo (CV) que € considerado
valido quando possui valores inferiores a 30%, com o objetivo de verificar a precisdo do
método utilizado e a qualidade dos dados obtidos.

4.4 Projeto experimental dos ensaios de toxicidade das misturas

A previsdo da toxicidade de efeito agudo das misturas binarias dos compostos
farmacéuticos, nos ensaios com D. similis, foi realizada em relagdo aos modelos de
Adicdo de Concentragdo (CA) e Acdo Independentes (IA), e desvios de cada modelo
(sinergismo/antagonismo; dependente do Nivel de Concentracdo (DL) ou da Proporc¢éo da
Concentracdo (DR), em planilha Excel automatizada (ToxCalcMix v. 1.0), desenvolvida na
Universidade de Aveiro & CESAM, Portugal (disponivel em:

https://pydio.bio.ua.pt/public/toxcalcmix). Esta planilha automatizada foi desenvolvida de
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acordo com os modelos e equagOes descritos em BARATA et al. (2006).

A partir dos pardmetros de CE50 obtidos para as respectivas curvas de
concentracdo-resposta para os efeitos isolados de cada composto para D. similis, um
projeto experimental foi realizado para cada mistura binaria em estudo, considerando um
planejamento de proporcéo fixa parcial, incluindo cinco misturas que se diferenciam na
proporcdo de concentracdo para cada uma das duas substancias: 100:0, 75:25, 50:50, 25:75
e 0:100 %, totalizando 5 diferentes proporc6es de misturas binarias, que foram utilizadas
nos ensaios de toxicidade para efeito agudo. Este esquema experimental nos permite cobrir
possiveis interacdes em diversas propor¢cdes de mistura e niveis de efeito, tornando

possivel reduzir o niUmero de organismos-teste utilizados.

4.5 Ensaios de toxicidade para efeito agudo — Vibrio fischeri

Os ensaios de toxicidade para efeito agudo, com a bactéria V. fischeri, foram
realizados com base na norma ABNT NBR 15411-3/2012, com sistema Microtox®,
modelo M-500 da Microbics (Figura 10).

Figura 10 - Sistema Microtox®, ensaio com a bactéria V. fischeri.

Fonte: autora da tese.

A luminescéncia da bactéria foi analisada inicialmente (lp) e apds 15 minutos
(I15) de exposicao a amostra de interesse, a fim de avaliar se houve perda de luminescéncia,
em cada concentragéo-teste. A perda de luminescéncia € indicativo de efeito toxico da
amostra para a bactéria. As concentrac@es utilizadas variaram de acordo com cada amostra
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analisada, com valores entre: 2,55% e 81,90% e mais um controle, exposto ao diluente
(Apéndice B). Os ensaios foram realizados em duplicata para todos os compostos
farmacéuticos e misturas analisadas.

A bactéria V. fischeri (marca Biolux®) foi adquirida na forma liofilizada e
armazenada em freezer a -20° C + 2°C. Para a realiza¢do dos ensaios, um frasco de 1 mL,
com as bactérias liofilizadas, foi reconstituido em 1000 pL de solu¢do tampao de
reativacdo, essa solucdo foi transferida para a cubeta especifica e colocada no sistema
Microtox® (M500 Toxicity Analyzer), com temperatura aproximada de 3°C = 0,2. Com
isso, foi realizada a dilui¢do de 100 plL da bactéria hidratada em 1000 pL de solugdo
diluente em nova cubeta.

A diluicdo serial da amostra foi realizada utilizando uma solucéo diluente (1:10
- solucdo Biolux®) juntamente com os controles. Duas sequéncias de cubetas foram
preparadas; na primeira as amostras com suas dilui¢cbes e o devido ajuste osmoético, e a
segunda fileira de cubetas recebeu as bactérias, que foram utilizadas para obter as leituras
iniciais (lp). Ap6s a adicdo das amostras as cubetas que continham as bactérias, procedeu-
se a leitura da bioluminescéncia final (l1s) - apos 15 minutos de exposicéo.

A partir da analise dos resultados, foi possivel calcular os valores da CE5015min,
empregando curva de regressdo linear, baseada no valor do efeito gama (y) (quociente
entre a luz perdida e a luz remanescente). Esses dados foram inseridos em planilha do
Excel que calculou a regressédo linear a partir da diminuicdo da luminescéncia em fungéo
das concentracGes das amostras. Assim, foram obtidos os valores de CE50ismin, € O
respectivo intervalo de confianca.

Para a validacdo dos ensaios realizados, foi avaliada a sensibilidade de V.
fischeri utilizando Fenol como substancia referéncia, e os resultados obtidos foram
utilizados na composicdo da carta-controle de sensibilidade, segundo recomendagdes da
Norma Técnica (ABNT NBR 15411-3/2012).

4.6 Avaliacéo do risco ambiental

As avaliagdes de possiveis riscos ambientais foram feitas de acordo com a
diretiva europeia - Guidance Document on Risk Assessment (Comissdo Europeia, 2003) e
Technical Guidance for Deriving Environmental Quality Standards (Comisséo Europeia,

2011), por meio da relacdo entre os valores de MEC (Concentracdo Ambiental Medida), ou
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PEC (Concentracdo Ambiental Prevista) e PNEC (Concentragdo Prevista Sem Efeito).

PNEC é um limite minimo de concentracdo abaixo do qual um efeito adverso
provavelmente ndo ocorrera. Os valores de PNEC sdo derivados a partir de dados de
toxicidade dos organismos do ambiente em questdo, e preferencialmente de diferentes
niveis tréficos, obtidos em ensaios de laboratério. Tanto para a avaliacdo de efeitos agudos
quanto cronicos, é necessario 0 uso de um Fator de Avaliagdo (FA) (varia de 1 a 1000) que
é dividido pelo dado de toxicidade. Esse valor tambem deve ser determinado levando em
consideracdo o nivel de confianca (quanto menor a confiabilidade maior o FA) dos dados
toxicoldgicos. Esse valor pode ser obtido por meio da relagdo entre os dados de toxicidade
dos organismos do meio ambiental que se deseja estudar (solo, sedimento, agua) e FA.

No calculo do PNEC da toxicidade de efeito agudo, sdo considerados os dados
de CL50 ou CE5O0, da espécie mais sensivel analisada, enquanto nos ensaios de toxicidade
para efeito cronico, sdo utilizados os dados de Maior Concentracdo de Efeito N&o
Observado (NOEC).

A avaliacdo do impacto de cada composto farmacéutico foi realizada por meio
de um Quociente de Risco (QR), que é obtido por meio da razdo entre as concentracdes
ambientais medidas (MEC), mas também podem ser utilizados valores das concentragdes
previstas (PEC), divididos pelo valor do PNEC, selecionado a partir da literatura. O QR
estabelece que os resultados possam ser: menores que 0,1, entre 0,1 e 1,0 e maiores do que
1,0, classificados respectivamente como: auséncia de risco, possivel risco e ocorréncia de

risco aos organismos aquaticos.

4.7 Eficiéncia da radiacdo ionizante na reducéo da toxicidade aguda

A eficiéncia da irradiacdo quanto a reducdo de toxicidade aguda para D. similis
e V. fischeri foi obtida a partir dos valores de CE50, transformados para Unidade de

Toxicidade (UT), seguindo com o célculo (Equagéo 7):

UT = 100/CE50 (7)

Sendo: UT, = Unidades Téxicas antes da irradiacdo; UT;,,q = Unidades Toxicas apés a irradiacdo.
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4.8 Analises fisico-quimicas

4.8.1 pH, Oxigénio Dissolvido e Condutividade

Os parédmetros fisico-quimicos (pH, oxigénio dissolvido na &gua e condutividade)
das amostras foram avaliados antes e apOs a irradiacdo por feixe de elétrons. As
determinacbes foram realizadas em equipamentos especificos: HD 40d (oxigénio
dissolvido e condutividade) e Micronal B474 (pH) (Figura 11).

Figura 11 - Equipamentos utilizados para medir os valores de pH, oxigénio dissolvido e condutividade.

Fonte: autora da tese.

4.8.2 Carbono organico total (COT) e Espectrofotometria UV-Vis

Para a analise de Carbono Organico Total (COT) presente nas amostras foi
utilizado o equipamento Shimadzu, modelo TOC- 5000 A (Figura 12A). Sendo o COT
medido pela diferenca entre o Carbono Total (CT) e o Carbono Inorgénico (Cl). A
remoc¢do de COT obtida pelo tratamento com feixe de elétrons foi calculada de acordo com
os valores antes e apds a irradiacdo. A espectrofotometria foi utilizada na anéalise dos
efeitos da irradiacdo por feixe de elétrons, através do espectrofotdometro UV-VIS 1800
(Shimadzu) e do software UV-Probe Ver (Figura 12B).

53



Figura 12 - Equipamentos utilizados nas analises dos efeitos da irradiacéo por feixe de elétrons; A) TOC-
5000 A; e B) espectrofotdmetro UV-VIS 1800.

4.9 Analises estatisticas

A fim de avaliar a significancia entre os dados obtidos nos ensaios de
toxicidade das amostras, compostos farmacéuticos brutos e irradiados, foram realizadas
andlises estatisticas de significancia entre os valores obtidos, pelo método de Analise de
Variancia (One-way ANOVA). Apds a analise de variacdo significativa pela ANOVA,
foram comparadas as médias/contrastes das condicdes testadas pelo Teste de Tukey, no
software GraphPad Prism 7.
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4.10 Descarte de residuos

As solugbes das amostras utilizadas nos ensaios de ecotoxicidade deste
trabalho foram armazenadas em bombonas de 20L, devidamente identificadas e entregues
ao setor responsavel pela coleta e destinacdo final de residuos do CETER/IPEN, evitando

assim uma possivel contaminacao ambiental.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao dos efeitos relacionados a toxicidade aguda

Um dos objetivos do trabalho foi a avaliacdo da toxicidade aguda dos

compostos farmacéuticos individuais, a fim de calcular o quociente de risco associado aos

compostos em estudo. Além de avaliar se o tratamento com radiacéo é eficiente na redugédo

da toxicidade.

Os valores determinados foram representados quanto a Concentracdo Efetiva

Mediana (CE50) e das Unidades Toxicas (UT), lembrando que a CE50 é um valor

inversamente proporcional a toxicidade e a UT é um valor diretamente proporcional a

toxicidade. Esses valores foram obtidos a partir de ensaios ecotoxicoldgicos realizados

com a exposi¢cdo dos organismos teste Daphnia similis e Vibrio fischeri, a fim de avaliar a

toxicidade aguda dos compostos farmacéuticos Fluoxetina, Propranolol, Sulfadiazina e

Cafeina (Tabela 3). Na Figura 13 foram compiladas as médias de toxicidade destes

compostos, e 0s valores também foram descritos nos Apéndices A e B.

Tabela 3 - Toxicidade aguda dos compostos farmacéuticos; Fluoxetina, Propranolol, Sulfadiazina e Cafeina,

obtidas a partir de ensaios ecotoxicoldgicos, com Daphnia similis e Vibrio fischeri.

D. similis — CE50 g mg.L™" uT V. fischeri - CE50smin) Mg.L™" uT
Fluoxetina 2,26 (1,79-2,85) 44,25 4,35 (3,94-4,81) 22,99
2,51 (2,12-2,98) 39,84 4,56 (3,31-6,28) 21,93

XtS 2,39+0,18 42,04 £ 3,12 4,46+ 0,15 22,46+ 0,75
Propranolol 4,00 (3,22-4,96) 25,00 41,08 (28,93-58,32) 2,43
5,92 (4,99-7,02) 16,89 42,77 (28,87-63,37) 2,34

XtS 4,96 + 1,36 20,95 + 5,73 41,93+ 1,20 2,39 £ 0,07
Sulfadiazina 8,55 (7,16-10,22) 11,70 35,94 (27,78-46,50) 2,78
9,28 (8,04-10,72) 10,78 35,15 (28,50-43,34) 2,84

X+S 8,92 0,52 11,24+ 0,25 35,55 + 0,56 2,81+0,04
Cafeina 29,72 (25,20-35,04) 3,36 42,18 (25,05-71,01) 2,37
31,00 (25,58-37,56) 3,23 39,30 (28,35-54,46) 2,54

XtS 30,36 % 0,91 3,30 £0,10 40,74 + 2,04 2,46 £0,12

Fonte: autora da tese.
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Figura 13 - Concentragdes de efeito mediano (CE50 - mg.L™ ) obtidas a partir de ensaios de ecotoxicidade
com D. similis e V. fischeri expostos aos compostos farmacéuticos Fluoxetina, Propranolol, Sulfadiazina e
Cafeina.
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Fonte: autora da tese

Os resultados de toxicidade para efeito agudo reportaram maior sensibilidade
dos organismos teste a Fluoxetina, com valores médios de CE50 de 2,4 mg.L™ para D.
similis e 4,5 mg.L™ para V. fischeri. Propranolol e Sulfadiazina também foram mais
toxicos para D. similis com valores médios de CE50 de 5,0 mg.L™ e 9,0 mg.L™, quando
comparados V. fischeri, CE50 de 42,0 mg.L™ e 35,5 mg.L™ respectivamente. A Cafeina foi
0 composto que conferiu menor sensibilidade aos organismos, com valores relativamente
proximos para O microcrustaceo e para bactéria, CE50 de 30,4 e 40,7 mg.L™
respectivamente.

Em concordancia com trabalhos anteriormente descritos na literatura, 0s
ensaios realizados no presente estudo forneceram valores de CE50 na faixa de 5,9 — 8,1
mg.L'l, para D. similis e V. fischeri, expostas a Fluoxetina (CHRISTENSEN et al., 2007;
MINGUEZ et al., 2014; SILVA et al., 2016). Valores dentro da faixa de CE50 de 1,6 a
15,9 mg.L™, foram relatados para D. magna (GODOY et al., 2020) e D. similis (VARANO
et al., 2017). Dados anteriores da exposicdo ao antibidtico Sulfadiazina determinaram
CL50 de 1520 mg.L™ para peixes e 1,88 mg.L™ para dafnideos; e CE50 de 10,3 mg.L™
para algas verdes (YANG et al., 2017). Autores indicam que 0s organismos marinhos

foram mais suscetiveis a este antibiético, com CE50 de 0,11 mg.L™ para a diatomécea

57



Phaeodactylum tricornutum (KIM et al., 2007); e de 26,4 mg.L™ para V. fischeri (DE
ORTE et al., 2013). Em relacdo a Cafeina foram reportados valores de CES50 de 177,8
mg.L? (CHEVALIER et al., 2015) e de 445,3 mg.L™* (BANG et al., 2015) para D. magna,
valores de CL50 de 1,2 mg.L™? ; 60 mg.L™ ; e 100 mg.L™ foram observados para os
organismos Chironomus dilutus (larva de inseto), Ceriodaphnia dubia (microcrustaceo), e
Pimephales promelas (peixe), respectivamente (MOORE et al., 2008).

Dados da literatura indicam valores na ordem de pg.L™ desses compostos
farmacéuticos reportados em aguas superficiais e efluentes de ETE do mundo todo. O
Propranolol foi reportado em efluentes de ETE da Europa, com valores entre 0,010 e 0,040
ng.L™! (PATEL et al., 2019). No Brasil, foram relatados valores de 0,20 a 0,40 pg.L™" de
Propranolol, em &guas superficiais, bem como 19,0 pg.L? do estimulante Cafeina
(SOUSA et al., 2014). Em aguas superficiais na Turquia, a Cafeina foi encontrada com
valores de 3,39 pg.L* (AYMAN e ISIK, 2015). O antibiético Sulfadiazina foi reportado
em efluentes de ETE da Europa na faixa entre 0,010 e 0,090 pg.L™ (PATEL et al., 2019),
e em um efluente de ETE no Brasil, na faixa de 0,10 pg.L™ (GARDNER et al., 2012). J4 0
antidepressivo Fluoxetina foi reportado em efluentes de ETE do Reino Unido na faixa de
0,54 ug.L™* (GARDNER et al., 2012) e dos Estados Unidos, na faixa de 0,32-0,54 ug.L™
(LARA-MARTIN et al., 2014).

Na Tabela 4 consta a avaliacdo do quociente de risco para 0S compostos
farmacéuticos do presente estudo. Os valores de PNEC da Fluoxetina, Propranolol,
Sulfadiazina e Cafeina, foram estimados pelos dados de toxicidade aguda, divididos por
um fator de avaliacdo (FA) de 1000 (duas espécies, D. similis e V. fischeri), e foram
calculados a partir dos valores de CES50 obtidos para D. similis, devido a maior
sensibilidade desse organismo. O maior valor de concentracdo ambiental medida (MEC)
dos compostos farmacéuticos Fluoxetina, Propranolol, Sulfadiazina e Cafeina em aguas
superficiais brasileiras foi utilizado para a avaliacdo de risco, visando verificar o pior
cenario real. Desta forma, concentracdes maximas reportadas na literatura foram utilizadas
para a estimativa do risco. Cabe destacar o carater protetivo dessa aplicacdo dos ensaios de
toxicidade a fim de induzir acdes para a preservacao dos corpos hidricos.

Os resultados encontrados sugerem a presenca de um possivel risco para a
biota aquatica quanto aos compostos farmacéuticos Propranolol e Cafeina (0,1 < QR < 1).
Assim, os resultados reforgaram a importancia de avaliagdo da toxicidade, oS riscos

associados a presenca de misturas no meio ambiente e a tratamentos alternativos para a
58



remogéo destes poluentes.

Tabela 4 - Estimativa do quociente de risco (QR) baseado no maior valor de concentragdo ambiental (MEC)
descritos na literatura para matrizes superficiais.

Composto MEC - pg.L™? Referéncia CE50-ug.L? Referéncia AF PNEC QR

PRP 0,40 PATEL et al. 2390 Presente 1000 2,4 0,16
(2019) estudo

FLX 0,060 PIVETTA et al. 4960 Presente 1000 4,9 0,01
(2020) estudo

SDZ 0,10 PATEL et al. 8920 Presente 1000 8,9 0,01
(2019) estudo

CFN 19,0 MONTAGNER et al. 30360 Presente 1000 30,4 0,63
(2019) estudo

Fonte: autora da tese.
5.2 Avaliacéo da toxicidade de misturas

Os produtos farmacéuticos vém sendo frequentemente detectados nos
ambientes aquaticos como misturas, podendo causar efeitos toxicos para organismos nao
alvo, sendo assim, um dos nossos objetivos deste estudo, foi avaliar os efeitos da mistura
binaria da Fluoxetina com os compostos farmacéuticos: Propranolol, Sulfadiazina e
Cafeina, uma vez que a Fluoxetina foi o composto gque apresentou maior toxicidade.
Utilizamos como organismo teste o microcrustaceo D. similis, devido a maior sensibilidade
deste organismo aos compostos.

Além disso, foi testada a previsdo preditiva dos modelos matematicos
(MixTox) Adicdo de Concentracdo (CA) e Acdo Independente (1A) para avaliar a natureza
das possiveis interacdes toxicoldgicas entres esses compostos. O modelo CA assume que
0s componentes da mistura ttm o mesmo Modo de Agdo (MoA), interagindo na mesma
molécula alvo. O modelo IA, em vez disso, assume que 0s componentes da mistura de
produtos quimicos afetam os organismos por diferentes modos de acdo, portanto seus
efeitos séo independentes um do outro.

Os efeitos toxicos resultantes das misturas de compostos podem ser
caracterizados pelo sinergismo ou antagonismo, que referem-se a efeitos maiores
(sinergismo) ou menores (antagonismo), a partir da soma dos efeitos dos componentes
isolados, que podem ser: dependentes do nivel de concentragdo (DL), onde os efeitos em
baixas concentracOes sao diferentes dos efeitos em altas concentragdes; e dependentes da
proporcdo da concentragédo (DR), onde a composicdo da mistura interfere nos efeitos
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causados, onde um dos compostos € dominante, assim o efeito sinérgico ou antagbnico
pode ser observado devido principalmente ao composto 1 ou ao composto 2. (JONKER et
al., 2005).

Os resultados das anélises das misturas de acordo com os modelos de acdo CA

e 1A e seus respectivos desvios foram descritos nas Tabelas 5, 6 e 7.
5.2.1 Fluoxetina + Propranolol

O modelo de acdo independente (IA) foi o que melhor descreveu os efeitos da
mistura dos farmacos Fluoxetina + Propranolol (menor valor SS e maiores valores de r?),
em comparacdo com o modelo de adi¢do de concentracdo (CA) (Tabela 5) esse modelo
explicou mais variabilidade das respostas tdxicas agudas as daphnias expostas. O efeito
sinergético predominante foi observado como o desvio que melhor se ajusta as respostas
observadas em relacdo a imobilizacdo de D. similis. Pelo modelo de desvio de
concentracdo dependente da propor¢do (DR) foi apontado sinergismo leve a moderado,
quando os farmacos encontram-se em baixas concentragdes (a < 0), e antagonismo onde a

toxicidade da mistura foi causada pelo agente téxico Propranolol (b> 1).

Tabela 5 - Resumo das anélises dos ensaios de ecotoxicidade para a mistura binaria de Fluoxetina e

Propranolol.
FLX+PRP Adicéo de Concentracéo Acéo Independente

CA S/IAICA DR/CA DL/CA 1A SIAIIA DR/IA DL/IA
Max 1 1 1 1 1 1 1 1
Briuoxetina 5,77 5,77 5,77 5,77 5,77 5,77 5,77 5,77
Boropranolol 4,48 4,48 4,48 4,48 4,48 4,48 4,48 4,48
CEsp fluoetina 2,57 2,57 2,57 2,57 2,57 2,57 2,57 2,57
CEso propranolol 5,82 5,82 5,82 5,82 5,82 5,82 5,82 5,82
A - -0,24 -1,38 -8,76 - -5,67 -4,15 -6,95
borioL - - 14,15 0,84 - - 6,06 1,18
SS 0,18 0,18 0,13 0,11 0,63 0,18 0,08 0,10
r? 0,96 0,96 0,97 0,97 0,84 0,95 0,98 0,97
Xz 0u F 95,36 72,14 62,66 90,64 23,56 68,74 101,77 99,45
Df - 17,18 15,18 16,18 - 17,18 15,18 16,18
p (X%/F) 73510  76910" 56810 19010" 601107 1,1310" 16910™ 9,26 10™

Legenda: max é o valor maximo de resposta, 8 é a inclina¢do da curva de resposta da dose individual; CE50
¢ a concentracdo letal mediana; a, bDR e bDL sdo parametros da funcdo; SS é a soma de residuos quadrados;
r: é o coeficiente de regressdo; o teste de xz ou de F é a estatistica do teste; DF € o grau de liberdade; e p (x¥/F)
é o nivel de significancia da estatistica do teste. S/A é o desvio do sinergismo ou antagonismo; DR € o desvio

dependente da proporgao da concentragéo e DL é o desvio dependente do nivel de concentracao.
Fonte: autora da tese.
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5.2.2 Fluoxetina + Sulfadiazina

O modelo de adicdo de concentracdo (CA) descreveu melhor os efeitos da
mistura binaria de Fluoxetina + Sulfadiazina na imobilizacdo de D. similis, quando
comparado com o modelo de acdo independente (IA) (Tabela 6). Foi identificado
antagonismo predominante, dependente do nivel de concentragdo (DL) - antagonismo em

concentragdes baixas e sinergismo em concentracOes elevadas da mistura (a < 0).

Tabela 6 - Resumo das analises dos ensaios de ecotoxicidade para a mistura dos farmacos Fluoxetina e

Sulfadiazina.
FLX+SDZ Adicdo de Concentracéo Acdo Independente

CA S/AICA DR/CA DL/CA 1A S/IA/IA DR/IA DL/IA
Max 1 1 1 1 1 1 1 1
Briuosetina 5,77 5,77 5,77 5,77 5,77 5,77 5,77 5,77
Bsultadiazina 9,27 9,27 9,27 9,27 9,27 9,27 9,27 9,27
CEsp fluoxetina 2,57 2,57 2,57 2,57 2,57 2,57 2,57 2,57
CEsp sulfadiazina 10,77 10,77 10,77 10,77 10,77 10,77 10,77 10,77
A - 14,21 7,85 0,12 - 0,88 -1,20 0,003
borioL - - -19,13 -74,62 - - -18,34 -2055,5
SS 2,21 1,76 1,30 0,78 1,92 1,91 1,27 1,75
r 0,51 0,60 0,71 0,82 0,574 0,575 0,711 0,611
X, 0u F 4,66 5,28 5,27 12,61 6,06 4,59 5,42 4,19
Df - 17,18 15,18 16,18 - 17,18 15,18 16,18
p (XZ/F) 0,009 0,366 0,239 0,032 0,002 0,547 0,323 0,523

Legenda: max é o valor maximo de resposta, 8 € a inclina¢do da curva de resposta da dose individual; CE50
¢ a concentracao letal mediana; a, bDR e bDL séo parametros da funcéo; SS é a soma de residuos quadrados;
r? é o coeficiente de regressdo; o teste de x? ou de F é a estatistica do teste; DF é o grau de liberdade; e p
(X*/F) é o nivel de significancia da estatistica do teste. S/A é o desvio do sinergismo ou antagonismo; DR é o
desvio dependente da propor¢do da concentracdo e DL é o desvio dependente do nivel de concentragéo.
Fonte: autora da tese.

5.2.3 Fluoxetina + Cafeina

Para as combinacdes da mistura binaria de Fluoxetina + Cafeina, o modelo de
adicdo de concentragdo (CA) descreveu melhor os efeitos dessa mistura, quando
comparado ao modelo de agéo independente (1A) (Tabela 7), que vai de encontro ao modo
de acdo desses compostos, mesmo a Fluoxetina tratando-se de um antidepressivo, atua no
organismo também como estimulante, assim como a Cafeina. O sinergismo predominante
foi identificado, dependente da proporc¢do das concentragdes da mistura (DR), exceto nas
proporcdes de concentragdo da mistura onde foi verificado b > 1, que indica antagonismo

causado principalmente pelo agente toxico Cafeina.
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Tabela 7 - Resumo das analises dos ensaios de ecotoxicidade para a mistura dos farmacos Fluoxetina e

Cafeina.
FLX+CFN Adicdo de Concentragdo Acéo Independente

CA SIAICA DR/CA DL/CA IA SIA/IA DR/IA DL/IA
Max 1 1 1 1 1 1 1 1
Biivoxetina 5,77 5,77 5,77 5,77 5,77 5,77 5,77 5,77
Beateina 44,83 44,83 44,83 44,83 44,83 44,83 44,83 44,83
CEso fluoxetina 2,57 2,57 2,57 2,57 2,57 2,57 2,57 2,57
CEso cafeina 37,50 37,50 37,50 37,50 37,50 37,50 37,50 37,50
A - -21,58 -3,79 -46,84 - -11,78 -5,94 -12,05
borioL - - 44,02 0,72 - - 5,25 0,69
Ss 0,70 0,16 0,08 0,11 1,12 0,13 0,12 0,12
r? 0,83 0,96 0,98 0,97 0,73 0,96 0,97 0,97
X; ou F 22,4 88,17 111,45 102,02 12,4 102,85 69,95 88,99
Df - 17,18 15,18 16,18 - 17,18 15,18 16,18
p (X%/F) 85810 15110 87110 76110 51310° 43010% 25710 21910

Legenda: max é o valor méaximo de resposta, 8 é a inclina¢do da curva de resposta da dose individual; CE50
¢ a concentracao letal mediana; a, bDR e bDL séo parametros da funcéo; SS é a soma de residuos quadrados;
r? é o coeficiente de regressdo; o teste de x* ou de F é a estatistica do teste; DF é o grau de liberdade; e p
(x%/F) é o nivel de significancia da estatistica do teste. S/A é o desvio do sinergismo ou antagonismo; DR é o
desvio dependente da proporcao da concentracéo e DL € o desvio dependente do nivel de concentracao.
Fonte: autora da tese.

Das analises das combinagdes binarias descritas acima, podemos concluir que a
natureza da interacdo entre os compostos de uma mistura depende do nivel de efeito e da
propor¢do em que cada um é aplicado. Nossas analises estdo de acordo com estudos
anteriores de VARANO et al. (2017) e GODOY et al. (2020), que determinaram as
interagBes entre farmacos para os microcrustdceos D. magna e D. similis. Dessa forma, fica
evidenciada a importancia de considerar um projeto experimental capaz de cobrir varias
interacdes possiveis em diferentes proporcGes de misturas de compostos farmacéuticos.

GODOY et al. (2020) aplicaram os modelos mateméticos de adigdo de
concentracdo e acdo independente para a avaliagdo das interagfes toxicoldgicas entre
produtos farmacéuticos, onde observaram que a maioria dos efeitos da mistura binaria de
farmacos estavam na zona entre os efeitos previstos pelos modelos de adigdo de
concentracéo e acao independente. As interacGes entre as misturas binarias de Bisoprolol +
Metformina, Bisoprolol + Ranitidina e Sotalol + Ranitidina, farmacos de diferentes modos
de acdo, foram melhores descritas pelo modelo de adigéo de concentragdo, apresentando
efeito antagdbnico. VARANO et al. (2017) observaram que a aplicagdo do MixTox aos
dados experimentais indicou que Fluoxetina + Propranolol ndo atuam como sinergistas em
relacdo ao seu efeito na imobilizacdo para D. magna . Quando a adi¢do de concentracao foi
usada como modelo de referéncia, um antagonismo significativo foi observado.

E possivel apontar que o sinergismo/antagonismo n&o depende da similaridade
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ou dissimilaridade do modo de a¢do de cada composto em uma mistura, 0 conhecimento
prévio dos mecanismos de acdo de um composto ndo é suficiente para prever os seus
padrdes de interacdo quando combinados em misturas com semelhante ou diferente
mecanismo toxico. Espécies diferentes podem apresentar respostas semelhantes, ou ndo em
uma mesma mistura de compostos (GODOQOY et al., 2020).

InteracBes sinérgicas foram observadas neste estudo para as misturas binarias
de Fluoxetina com Propranolol e com a Cafeina. O sinergismo pode ser resultado de
interacdes em torno de um ou mais dos seis processos, que ocorrem como resultado da
toxicidade que um produto quimico pode conferir a um organismo: biodisponibilidade,
absorcédo, transporte interno, metabolizagdo, ligacdo no local de destino e excrecdo
(CEDERGREEN, 2014). O exato mecanismo para o sinergismo observado nos ensaios de
toxicidade das misturas de farmacos sé pode ser elucidado com estudos a nivel molecular
(GODOQY et al., 2020).

5.3 Irradiacéo das amostras

Considerando a irradiacdo das solucBes que continham 0s compostos
farmacéuticos, com feixe de elétrons, foram avaliadas amostras irradiadas e ndo irradiadas.
As doses de radiagéo aplicadas foram de 2,5 kGy e 5,0 kGy.

Os valores determinados neste estudo para os compostos farmacéuticos
isolados, tendo como organismo teste o microcrustaceo D. similis, e a bactéria V. fischeri,
representados quanto a concentracdo efetiva mediana (CE50%), calculada pelo método
Trimmed Spearman Karber (TSK), com os valores de médias (X) e desvio padrdo (S), 0s
intervalos de confiancas entre parénteses, unidade toxica (UT) e eficiéncia de remocdo da
toxicidade (%), foram apresentados nas Tabelas 8 e 9. Na Figura 14, foram compiladas as

médias de toxicidade aguda. Esses valores também foram descritos nos Apéndices A e B.
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Tabela 8 - Concentraces de efeito mediano (CE50%), unidades toxicas (UT) e eficiéncia do tratamento
proposto em funcdo da dose de radiacdo aplicada, em D. similis.

Doses (kGy) Ensaio CEB04g1, (%) uT Eficiéncia (%)
Fluoxetina
0,0 1 11,33 (8,99-14,29) 8,83 -
2 12,58 (10,61-14,91) 7,95 -
X*S 11,96 £ 0,88 8,39 £ 0,62 -
2,5 1 37,89 (34,53-41,59) 2,64 68,5
2 39,01 (34,00-45,18) 2,56 69,4
XS 38,50+0,8 2,60+0,1 69,0+ 0,6
5,0 1 46,53 (41,15-52,61) 2,15 74,4
2 49,51 (43,44-56,43) 2,02 75,9
X*S 48,00+ 2,1 2,10+£0,1 75,10+1,1
Propranolol
0,0 1 5,01 (4,03-6,21) 19,96 -
2 7,40 (6,24-8,78) 13,51 -
X*S 6,21 + 1,69 16,74+ 4,56 -
2,5 1 25,64 (21,31-30,87) 3,90 76,7
2 28,54 (24,66-33,04) 3,50 79,1
X*S 27,1+21 3,70+ 0,3 77,917
5,0 1 36,53 (31,55-42,28) 2,74 83,6
2 39,23 (35,12-43,82) 2,55 84,28
X*S 37,9+1,9 26+0,1 84,2+0,8
Sulfadiazina
0,0 1 17,11 (14,32-20,44) 5,84 -
2 18,57 (16,08-21,45) 5,39 -
X+S 17,84 £ 1,03 5,61 + 0,32 -
2,5 1 22,54 (20,20-25,14) 4,44 21,0
2 22,72 (21,89-23,59) 4,40 21,6
X+S 22,6 +0,1 4,42+0,0 21,3+04
5,0 1 23,83 (21,56-26,33) 4,20 25,3
2 26,68 (22,47-31,67) 3,75 33,2
X*S 25,3+2,0 4,0+0,3 29,3+5,6
Cafeina
0,0 1 29,72 (25,20-35,04) 3,36 -
2 31,00 (25,58-37,56) 3,23 -
X*S 30,36 £ 0,91 3,30+0,10 -
2,5 1 21,82 (18,29-26,02) 4,58 -39,1
2 18,57 (16,08-21,45) 5,39 -63,4
X+S 20,2+2,3 4,98 +£0,6 -51,2+17,2
5,0 1 18,57 (16,08-21,45) 5,39 -63,4
2 17,84 (15,69-20,29) 5,61 -70,1
X+S 18,2+ 0,5 55+0,2 -66,8 + 4,7

Fonte: autora da tese.
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Tabela 9 - Concentraces de efeito mediano (CE50%), unidades toxicas (UT) e eficiéncia do tratamento

proposto em funcgdo da dose de radiacdo aplicada, em V. fischeri.

Doses (kGy) Ensaio CEB04g1, (%) uT Eficiéncia (%)
Fluoxetina
0,0 1 21,78 (19,70-24,07) 4,65 -
2 22,80 (16,55-31,40) 4,39 -
X*S 22,29 £ 0,72 4,49 £ 0,15 -
2,5 1 25,82 (12,51-53,29) 3,87 13,7
2 27,25 (8,33-39,72) 3,66 18,5
X*S 26,6 £1,1 3,76 +£0,2 16,1+ 3,4
5,0 1 29,31 (18,68-45,97) 3,41 24,0
2 28,90 (15,14-55,14) 3,46 22,9
X*S 29,1+0,3 34+0,0 235+0,8
Propranolol
0,0 1 51,35 (36,17-72,91) 1,95 -
2 53,47 (36,09-79,22) 1,87 -
X*S 52,41 + 1,50 1,91+ 0,05 -
2,5 1 57,38 (50,64-65,02) 1,74 8,7
2 56,40 (35,82-88,80) 1,77 7,1
X*S 56,9 £ 0,7 1,76 £ 0,0 79+11
5,0 1 68,52 (51,51-91,15) 1,46 23,5
2 66,29 (52,42-83,83) 1,51 21,0
X*S 67,4+1,6 1,5+0,0 22,3+1,8
Sulfadiazina
0,0 1 71,89 (55,56-93,01) 1,39 -
2 70,30 (57,01-86,68) 1,42 -
XxS 71,10+ 1,12 1,41 £0,02 -
2,5 1 84,08 (59,01-99,82) 1,19 15,5
2 81,97 (70,98-94,66) 1,22 13,3
X+S 83,0+15 1,20+ 0,0 144+ 15
5,0 1 97,26 (69,05-127,00) 1,03 26,9
2 91,95 (61,18-128,18) 1,09 22,7
X+S 94,6 + 3,8 1,1+0,1 24,8+3,0
Cafeina
0,0 1 42,18 (25,05-71,01) 2,37 -
2 39,30 (28,35-54,46) 2,54 -
X*S 40,74 £ 2,04 2,46 £0,12 -
2,5 1 82,63 (63,31-97,84) 1,21 50,8
2 81,65 (70,98-94,66) 1,21 50,2
X*S 82,1+0,7 1,22 +0,0 50,5+ 0,4
5,0 1 96,11 (67,55-136,73) 1,04 57,7
2 92,38 (49,01-134,14) 1,08 56,0
X*S 94,2+26 1,1+0,0 56,8+ 1,2

Fonte: autora da tese
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Figura 14 - Concentragdes de efeito mediano (CE50%), obtidas a partir de ensaios de toxicidade com: A) D.
similis e B) V. fischeri, expostos aos compostos farmacéuticos isolados, antes e ap0s a irradiacéo por feixe de

elétrons.
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Fonte: autora da tese.
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Comparando os valores das amostras dos farmacos, ndo irradiadas versus
irradiadas, foi possivel verificar que as doses de 2,5 e 5,0 kGy foram eficientes na reducédo
da toxicidade desses compostos.

Nas amostras de Fluoxetina observamos eficiéncia de remocéo da toxicidade
de 69% e 75% para D. similis e 16% e 23,5% para V. fischeri, nas doses de 2,5 e 5,0 kGy,
respectivamente. Quanto ao Propranolol, a reducdo da toxicidade foi de 77,9% e 84,2%
para D.similis e 7,9% e 22,3% para V. fischeri, nas doses aplicadas.

Para o antibidtico Sulfadiazina, a eficiéncia de remocdo observada foi de
21,3% e 29,3% para D. similis, sequida de 14,4% e 24,8% para V. fischeri, nas doses de 2,5
e 5,0 kGy, valores semelhantes para ambos 0s organismos teste.

Os resultados obtidos para os ensaios ecotoxicologicos dos farmacos
Fluoxetina e Propranolol, com D. similis apresentaram uma porcentagem de reducdo da
toxicidade superior, com valores entre 70 a 80% de eficiéncia de remocgédo da toxicidade,
quando comparada ao organismo V. fischeri, onde os ensaios apresentaram valores de 10 a
25% de eficiéncia de remocao da toxicidade, nas doses aplicadas.

Com base nos resultados da Cafeina, foi possivel verificar que as doses de 2,5 e
5,0 kGy néo apresentaram melhora na toxicidade das amostras tratadas quando expostas ao
organismo D. similis, as doses de radiacdo aplicadas elevaram a toxicidade das solugdes,
ndo apresentando eficiéncia de remocdo da toxicidade para essa amostra, sugerindo a
possivel formacdo de subprodutos que conferiram maior toxicidade ao organismo. Porém,
nos ensaios com V. fischeri, as mesmas doses induziram importante reducao da toxicidade
do composto. A dose de 2,5 kGy com 50,5%, e a dose de 5,0 kGy com 56,8% de eficiéncia
de remocéo da toxicidade.

5.3.1 Misturas binarias

Os valores de toxicidade determinados nos ensaios para as misturas binarias
dos compostos farmacéuticos foram representados quanto a concentracdo efetiva mediana
(CE50%), unidade toxica (UT) e eficiéncia do processo de remoc¢do da toxicidade (%),
bem como seus intervalos de confianca, e constam nas Tabelas 10 e 11. Na Figura 15
foram apresentados os resultados quanto a CE50%, dos ensaios realizados com as misturas
bindrias dos compostos farmacéuticos: Fluoxetina + Propranolol; Fluoxetina +

Sulfadiazina; Fluoxetina + Cafeina; com os organismos teste D. similis e V. fischeri.
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Tabela 10 - - Concentragdes de efeito mediano (CE50%), unidades toxicas (UT) e eficiéncia do tratamento
proposto em funcgdo da dose de radiacdo aplicada para as misturas binarias, em D. similis.

Doses (kGy) Ensaio CEB04g1, (%) uT Eficiéncia (%)
Fluoxetina + Propranolol
0,0 1 9,80 (7,91-12,15) 10,20 -
2 8,55 (6,89-10,61) 11,70 -
XzS 9,18 + 0,88 10,95+ 1,05 -
2,5 1 49,95 (42,18-59,16) 2,00 81,7
2 46,65 (40,08-54,30) 2,14 80,1
XS 48,3+2,3 2,07+£0,1 81,1+£0,9
5,0 1 57,43 (49,83-66,20) 1,74 84,1
2 53,59 (46,04-62,38) 1,87 83,0
XS 55,527 1,8+0,1 83,5+£0,8
Fluoxetina + Sulfadiazina
0,0 1 23,64 (19,75-28,30) 4,23 -
2 22,14 (18,37-26,69) 4,52 -
XS 22,89 + 1,06 4,37+ 0,20 -
2,5 1 36,10 (34,80-44,18) 2,77 36,7
2 37,90 (33,43-42,98) 2,64 39,7
XzS 37013 2,70+0,1 382+21
5,0 1 39,23 (35,12-43,82) 2,55 41,7
2 39,46 (35,77-43,54) 2,53 42,1
XzS 39,3+0,2 2,5%0,0 419+0,2
Fluoxetina + Cafeina
0,0 1 16,46 (13,57-19,96) 6,08 -
2 14,01 (11,89-16,51) 7,14 -
XS 15,24 + 1,73 6,61 0,75 -
2,5 1 25,62 (21,48-30,57) 3,19 40,9
2 26,68 (22,47-31,67) 3,75 43,3
XS 26,2+0,7 3,83+£0,1 42117
5,0 1 30,10 (26,06-34,76) 3,32 49,7
2 28,91 (24,74-33,79) 3,46 47,6
X+£S 295+0,8 34+0,1 487+15

Fonte: autora da tese.
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Tabela 11 - ConcentracGes de efeito mediano (CE50%), unidades toxicas (UT) e eficiéncia do tratamento
proposto em funcéo da dose de radiacdo aplicada para as misturas binarias, em V. fischeri.

Doses (kGy) Ensaio CE5015min (%0) uT Eficiéncia (%)
Fluoxetina + Propranolol
0,0 1 45,62 (36,69-56,72) 2,19 -
2 44,05 (25,93-74,83) 2,27 -
X*S 44,84 +1,11 2,23+ 0,06 -
2,5 1 55,21 (38,44-79,31) 1,81 18,80
2 57,73 (23,17-83,53) 1,73 22,40
X*S 56,50 + 1,80 1,77 £ 0,10 20,60 £ 2,50
5,0 1 65,43 (42,54-100,63) 1,53 31,50
2 64,82 (37,02-113,50) 1,54 30,90
X*S 65,10 + 0,40 1,50+ 0,01 31,20 £ 0,50
Fluoxetina + Sulfadiazina
0,0 1 47,94 (34,40-66,81) 2,09 -
2 49,75 (31,46-78,65) 2,01 -
X*S 48,85+ 1,28 2,05+ 0,05 -
2,5 1 58,95 (46,18-75,25) 1,70 17,2
2 56,67 (33,54-95,75) 1,76 13,8
X*S 57,8 +1,6 1,73+0,0 155+24
5,0 1 62,02 (46,84-73,42) 1,61 21,3
2 60,91 (41,84-88,65) 1,64 19,8
X*S 61,5+0,0 1,6 +0,0 20,6 £1,0
Fluoxetina + Cafeina
0,0 1 46,24 (29,39-72,75) 2,16 -
2 46,00 (37,13-56,98) 2,17 -
XxS 46,12 + 0,17 2,17 +£0,01 -
2,5 1 64,21 (45,88-89,87) 1,56 28,2
2 64,03 (46,45-79,19) 1,56 28,0
X*S 64,1+£0,1 1,56+ 0,0 28,1+0,1
5,0 1 69,02 (56,24-91,48) 1,45 33,2
2 66,75 (54,58-81,64) 1,50 30,9
X+S 67,9+1,6 1,5+0,0 320+16

Fonte: autora da tese
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Figura 15 - Concentragdes de efeito mediano (CE50%), obtidas a partir de ensaios de toxicidade com: A) D.
similis e B) V. fischeri, expostos aos compostos farmacéuticos isolados, antes e ap0s a irradiacéo por feixe de

elétrons.
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Fonte: autora da tese.
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A mistura binéria de FLX + PRP foi trés vezes mais toxica para D. similis,
quando comparada a mistura de FLX + SDZ. Quanto aos resultados de toxicidade aguda
das misturas para V. fischeri, os valores de CE50% foram préximos nas trés diferentes
misturas em estudo, cerca de 45%. As trés misturas binarias conferiram maior toxicidade
para D. similis.

Quanto a eficiéncia de remocdo da toxicidade, a mistura binéria dos farmacos
FLX + PRP, apresentou maior reducédo da toxicidade para D. similis, cerca de 80%, quando
comparada a V. fischeri, cerca de 20 a 30%, em ambas as doses aplicadas de 2,5 e 5,0 kGy.
A mistura binaria dos farmacos FLX + SDZ apresentou valores de eficiéncia de remocéo
da toxicidade em torno de 40% nos ensaios com D. similis, e 20% nos ensaios com V.
fischeri. Nos resultados de FLX + CFN, os valores apresentados de eficiéncia de remogéo
da toxicidade foram em torno de 45% para D. similis e 30% para V. fischeri, nas doses

aplicadas.
5.3.2 Misturas ternarias

Os valores determinados para as misturas ternarias foram representados quanto
a concentracdo efetiva mediana (CE50%), unidade toxica (UT) e eficiéncia de remocéo da
toxicidade (%), bem como seus intervalos de confianga (Tabelas 12 e 13).

Na Figura 16, foram compilados os resultados quanto a CE50% dos ensaios
das misturas ternarias dos compostos farmacéuticos, sendo elas: Fluoxetina + Propranolol
+ Sulfadiazina e Fluoxetina + Propranolol + Cafeina; tendo como organismos teste D.

similis e V. fischeri.
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Tabela 12 - ConcentracGes de efeito mediano (CE50%), unidades toxicas (UT) e eficiéncia do tratamento
proposto em funcdo da dose de radiacdo aplicada para as misturas ternarias, em D. similis.

Doses (kGy) Ensaio CEB04g1, (%) uT Eficiéncia (%)
Fluoxetina + Propranolol + Sulfadiazina
0,0 1 9,06 (7,43-11,04) 11,04 -
2 9,83 (7,98-12,10) 10,17 -
X*S 9,45 £ 0,54 10,61 £ 0,61 -
2,5 1 39,23 (35,12-43,82) 2,55 76,0
2 40,56 (36,47-45,11) 2,47 76,8
X*S 39,9+£0,9 251+0,1 76,4 £0,6
5,0 1 42,04 (36,76-48,08) 2,38 77,60
2 44,04 (39,06-49,68) 2,27 78,60
X+£S 430+1,4 23+0,1 78,1+0,7
Fluoxetina + Propranolol + Cafeina
0,0 1 7,93 (5,95-10,56) 12,61 -
2 7,89 (6,13-10,14) 12,67 -
X*S 7,91 +0,03 12,64 £ 0,05 -
2,5 1 39,28 (35,12-43,82) 2,55 79,9
2 42,04 (36,76-48,08) 2,38 81,2
X+£S 40,7+ 2,0 2,46 +£0,1 80,5+£0,9
5,0 1 44,81 (37,77-53,16) 2,23 82,3
2 40,61 (35,88-45,97) 2,46 80,5
XS 42,7+ 3,0 2,3+0,2 81,4+£13

Fonte: autora da tese.

Tabela 13 - Concentraces de efeito mediano (CE50%), unidades toxicas (UT) e eficiéncia do tratamento
proposto em funcdo da dose de radiacdo aplicada para as misturas terndrias, em V. fischeri.

Doses (kGy) Ensaio CE5015min(%0) uT Eficiéncia (%0)
Fluoxetina + Propranolol + Sulfadiazina
0,0 1 44,84 (29,84-67,40) 2,23 -
2 45,84 (35,49-59,21) 2,18 -
X+£S 45,34+ 0,71 2,21+£0,03 -
2,5 1 61,09 (40,42-92,31) 1,64 25,8
2 58,45 (51,06-66,90) 1,71 22,4
X*S 59,8+1,9 1,67+0,1 241+24
5,0 1 71,95 (54,76-94,53) 1,39 37,0
2 67,19 (47,27-95,50) 1,49 32,5
X£S 69,6 + 3,4 14+0,1 34,8+32
Fluoxetina + Propranolol + Cafeina
0,0 1 36,92 (30,08-45,31) 2,71 -
2 32,09 (16,02-64,25) 3,12 -
X£S 34,51 + 3,42 2,91+0,29 -
2,5 1 57,18 (47,58-68,71) 1,75 40,0
2 56,24 (22,52-64,42) 1,78 38,9
X£S 56,7 £ 0,7 1,76 £0,0 39,407
5,0 1 72,31 (58,49-89,39) 1,38 52,5
2 76,02 (54,86-95,35) 1,32 54,8
XS 742+26 1,3+£0,0 53,716

Fonte: autora da tese.
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Figura 16 - Concentragdes de efeito mediano (CE50%), obtidas a partir de ensaios de toxicidade com: A) D.

similis e B) V. fischeri, expostos as misturas ternérias, antes e apds a irradiacéo por feixe de elétrons.
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Fonte: autora da tese
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As misturas ternarias foram mais tdxicas para o organismo D. similis do que
para V. fischeri, sendo mais tdxicas na presenca de Cafeina do que na presenga de
Sulfadiazina. O tratamento proposto para a reducéo da toxicidade das misturas de farmacos
foi eficaz em todas as amostras em estudo.

Nas misturas ternarias, o percentual de remocdo de toxicidade foi maior nos
ensaios com D. similis, com valores em torno de 80% de eficiéncia de remocédo da
toxicidade, em ambas as doses aplicadas, quando comparado aos ensaios com V. fischeri,
com valores em torno de 40% e 45%, nas doses aplicadas de 2,5 e 5,0 kGy,

respectivamente.
5.3.3 Mistura quaternéaria

Os valores determinados para a mistura quaternaria foram representados
guanto a concentracdo efetiva mediana (CE50%), unidade toxica (UT) e eficiéncia de
remogdo da toxicidade (%) (Tabelas 14 e 15). Na Figura 17, foram compilados os
resultados quanto a CE50% dos ensaios realizados a partir da mistura quaternaria, com
exposicao dos organismos teste D. similis e V. fischeri.

Tabela 14 - ConcentracOes de efeito mediano (CE50%), unidades toxicas (UT) e eficiéncia do tratamento
proposto em fungéo da dose de radia¢do aplicada para a mistura quaternaria, em D. similis.

Doses (kGy) Ensaio CE504g, (%) uT Eficiéncia (%)
Fluoxetina + Propranolol + Sulfadiazina + Cafeina
0,0 1 8,98 (6,65-12,13) 11,14 -
2 12,17 (9,76-15,19) 8,22 -
X+£S 10,58 £ 2,26 9,68 + 2,06 -
2,5 1 17,14 (15,38-19,09) 5,83 39,7
2 16,46 (15,22-17,20) 6,08 37,2
X*S 16,8 £ 0,5 5,95+0,2 385+18
5,0 1 25,62 (21,48-30,57) 3,90 59,7
2 22,71 (18,99-27,16) 4,40 54,5
X+£S 242+2,10 4,20+0/4 57,137

Fonte: autora da tese.
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Tabela 15 - ConcentracGes de efeito mediano (CE50%), unidades toxicas (UT) e eficiéncia do tratamento
proposto em funcéo da dose de radiacdo aplicada para a mistura quaternaria, em V. fischeri.

Doses (kGy) Ensaio CE50,g, (%) uT Eficiéncia (%0)
Fluoxetina + Propranolol + Sulfadiazina + Cafeina
0,0 1 43,99 (31,81-60,81) 2,27 -
2 41,04 (29,83-56,46) 2,44 -
X+S 42,52 + 2,09 2,35+£0,12 -
2,5 1 66,82 (49,02-91,06) 1,50 36,5
2 66,92 (47,89-93,50) 1,49 36,5
X+£S 66,9+0,1 1,50+ 0,0 36,5+0,1
5,0 1 68,85 (54,42-87,09) 1,45 38,3
2 70,29 (49,35-100,11) 1,42 39,6
X+S 69,610 1,4 £0,0 39,0£0,9

Fonte: autora da tese.

Figura 17 - Concentragdes de efeito mediano (CE50%), obtidas a partir de ensaios de toxicidade com: A) D.
similis e B) V. fischeri, expostos a mistura quaternaria, antes e apds a irradiacdo por feixe de elétrons.
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Fonte: autora da tese.
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A mistura quaternaria, também foi mais toxica para D. similis do que para V.
fischeri, evidenciando assim que o microcrustdceo € um organismo mais sensivel aos
possiveis efeitos toxicos dos compostos farmacéuticos em estudo. Quando aplicada a
irradiacdo por feixe de elétrons, a mesma se mostrou eficaz na reducéo da toxicidade dos
compostos farmacéuticos, em ambas as doses aplicadas de 2,5 e 5,0 kGy.

Apesar da mistura quaternéria ter se mostrado mais toxica para D. similis, 0s
valores de remocdo da toxicidade dessa mistura foram semelhantes nos ensaios para ambos
0s organismo testes, chegando a 40% de eficiéncia de remocao da toxicidade, nas amostras
irradiadas com 2,5 kGy. Na dose de 5,0 kGy, os valores observados foram de 60% de

reducdo da toxicidade nos ensaios com D. similis, versus 40% nos ensaios com V. fischeri.

5.4 Eficiéncia de remoc¢éao da toxicidade

Na Figura 18, foram comparadas as eficiéncias de remocdo da toxicidade de
todos 0os compostos em estudo, bem como suas misturas. Para 0 organismo teste D. similis,
verificamos uma tendéncia, onde o Propranolol foi o farmaco que apresentou valores
maiores de reducdo da toxicidade, seguido de sua mistura com a Fluoxetina. As misturas
ternérias também apresentaram alta eficiéncia de remoc¢do da toxicidade. O antibidtico
Sulfadiazina foi o composto que apresentou menor reducédo da toxicidade.

A Cafeina ndo apresentou reducdo da toxicidade nos ensaios com D. similis,
porém nos ensaios com V. fischeri, foi o destaque, com a melhor eficiéncia de remocéo da
toxicidade, seguida da mistura ternaria que continha a mesma, evidenciando assim a

importancia dos ensaios de toxicidade com organismo de niveis troficos distintos.
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Figura 18 - Eficiéncia de remocdo da toxicidade dos compostos farmacéuticos isolados e combinados em
misturas, nas doses de 2,5 e 5,0 kGy, nos ensaios realizados com 0s organismos teste:
A) D.similis e B) V. fischeri.
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Sendo assim, fica evidenciado que o tratamento por feixe de elétrons é uma
tecnologia eficaz na reducdo da toxicidade de compostos farmacéuticos isolados e
combinados em misturas, ainda que em doses baixas, como aquelas que foram utilizadas
neste trabalho. Em aplicacdes ambientais o acelerador de elétrons parece ser a melhor
opcdo entre os irradiadores, e essa tecnologia vem sendo desenvolvida como um
tratamento avancado que pode ser aplicado como complemento ao tratamento de aguas e
efluentes.

Os POAs compreendem os aceleradores de elétrons, que podem ser aplicados a
degradacédo de residuos de farmacos, tanto na saida das ETEs quanto em etapas finais do
processo de tratamento de dgua. Em efluentes de ETES, a remocao desses residuos evitaria
a contaminacdo de aguas superficiais por essa fonte e, consequentemente, os efeitos em
organismos aquaticos seriam minimizados. Por outro lado, a 4gua captada para tratamento
em ETAs, que podem estar contaminadas por residuos de farmacos provenientes de outras
fontes, como esgoto doméstico in natura e efluente rural, apos passar pelos processos
convencionais de tratamento poderia ser submetida a um processo oxidativo combinado,
para a remocao dos compostos organicos presentes, inclusive os residuos farmacéuticos.
Dessa forma, esses residuos nao estariam presentes na agua potavel evitando possiveis
efeitos prejudiciais a saide humana (MELO et al., 2009).

Trabalhos pioneiros sobre as aplicacdes da radiagdo ionizante no tratamento de
aguas datam da década de 50, nesta época as fontes de radiacdo gama eram mais
empregadas. Atualmente sdo utilizados preferencialmente os aceleradores de elétrons para
o tratamento de &guas e efluentes, baseado no estagio atual da tecnologia e de sua
versatilidade (SILVA et al., 2016).

Diversos autores obtiveram bons resultados com doses iguais ou menores que
5,0 kGy, na reducdo da toxicidade de amostras de farmacos (HOMLOK et al., 2011;
SILVA et al., 2016; TEGSE, et al., 2018; TOMINAGA et al., 2018; 2021; BOIANI et al.,
2019, 2021).

SILVA et al. (2016) obtiveram mais de 90% de degradacédo para o Cloridrato
de Fluoxetina em doses de 0,5 kGy e identificagOes abaixo do limite de deteccédo (0,012
mg.L™), em doses maiores que 2,5 kGy. Os resultados de toxicidade para D. similis
demonstraram aproximadamente 87% de reducdo de efeitos agudos, enquanto para V.
fischeri foi observado redugdo de aproximadamente 10%. TOMINAGA et al. (2018)

observaram a completa degradacdo do Diclofenaco na presenca do antidepressivo
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Fluoxetina, em doses de 5,0 kGy com aproximadamente 65% de reducéo de toxicidade
para V. fischeri. BOIANI et al. (2019) demonstraram uma significativa reducdo da
toxicidade, na dose de 5,0 kGy para o farmaco Propranolol e sua mistura com Fluoxetina.
Aproximadamente 80% de eficiéncia de remoc¢do da toxicidade foi alcancada para o
Propranolol e sua mistura, em experimentos com D. similis; e 20% com V. fischeri.
TOMINAGA et al. (2021) indicou que 98% do farmaco Aspirina® foi degradado na dose
de 5,0 kGy, ja para a mistura dos farmacos Aspirina + Fluoxetina foi atingida a degradagéo
completa.

HOMLOK et al. (2011) recomenda a dose de 1 kGy como suficiente para a
desinfeccdo e eliminacdo de vestigios farmacéuticos em efluentes de ETEs. TEGZE et al.
(2018) apontaram a dose de 2 kGy como suficiente na degradacdo das moléculas dos
antibiédticos Norfloxacina e Ciprofloxacina. Nos ensaios com a bactéria V. fischeri, a
toxicidade aumentou em baixas doses, indicando que os produtos de degradacdo foram
mais toxicos que as moléculas iniciais.

Os resultados destes estudos evidenciaram que o tratamento com radiacdo
ionizante, combinado com o sistema convencional de tratamento de esgoto, pode melhorar
consideravelmente a qualidade do efluente (TEGZE et al., 2018). A irradiacdo pode
aumentar a biodegradabilidade e diminuir significativamente a descarga de contaminantes
nocivos nas ETEs. A técnica de radiacao ionizante combinada é uma opcédo potencial para
aguas residuarias contendo antibidticos, pois diminui a resisténcia microbiana, podendo ser

mais eficaz do que o tratamento bioldgico (CHU et al., 2021).

5.5 Analises fisico-quimicas

Os valores médios dos parametros fisico-quimicos como pH, OD na agua e
condutividade, mensurados em diluicbes de amostras empregadas nos ensaios
ecotoxicoldgicos foram dispostos na Tabela 16. Esses dados foram apresentados
detalhadamente no Apéndice C.

A média dos valores de pH nas diferentes amostras variou entre 5,05 e 7,93,
fato esse explicado pela reducdo do pH em funcdo do aumento da dose de radiacéo
absorvida, uma vez que a irradiacdo de substancias organicas gera a formacdo de acidos
orgénicos provenientes da degradacdo dos compostos farmacéuticos. De acordo com a

resolucdo CONAMA 430/2011 os valores permissiveis de pH em amostras de efluentes
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devem estar entre 5,0 e 9,0, desta forma, os valores obtidos neste estudo, para as amostras
estdo de acordo com a legislagdo vigente.

Em relacdo ao OD, a variacdo foi entre 6,8 e 7,7 mg.L™? , ndo havendo
diferenca significativa entre as amostras, sendo esses valores adequados para ensaios
ecotoxicoldgicos exigidos pelas normas de cultivo, onde valores de OD em aguas naturais
ndo devem ser inferiores a 5,0 mg.L™* (CONAMA 357/2005).

Quanto a condutividade, foi possivel notar um aumento nos valores
diretamente proporcional ao aumento das doses de radiacdo ionizante aplicadas. Este
parametro é relacionado a capacidade da &gua em conduzir corrente elétrica, desta forma a
produgdo de moléculas ionizadas formadas a partir da irradiacéo, favorece o aumento da

condutividade.

Tabela 16 - Pardmetros fisico-quimicos mensurados nas amostras.

Composto Dose oH Oxigénio Dissolvido  Condutividade
(kGy) (mg.L™) (uS.cm™)
0 7,93+0,2 72+0,2 91,3+6,8
Fluoxetina 2,5 5,69+0,1 73+04 94,2+ 16,9
5,0 541+0,5 74+0,1 124,0+5,7
0 7,82+0,2 72+0,1 96,3+ 13,9
Propranolol 2,5 545+0,0 70+x04 101,2+8,3
5,0 5,66 + 0,2 6,8+0,5 128,4+5,2
0 6,43+0,1 7,7+0,1 16,7+2,4
Sulfadiazina 2,5 5,44 +0,2 7,4+0,6 17,7£35
5,0 5,28+0,1 75+0,1 18,0+ 0,6
0 7,31+£0,3 74+04 77,1+28
Cafeina 2,5 541+0,2 7,3+0,0 81,4+1,1
5,0 5,45+ 0,6 7,4+0,3 875+12
0 6,44+ 05 7,7+0,2 100,4 £ 6,8
FLX+PRP 2,5 5,27+0,2 75+0,2 107,0+ 3,7
5,0 5,08+0,1 74+0,1 108,4 £ 22,9
0 6,63+0,1 7,6+0,0 92,5+0,5
FLX+SDZ 2,5 5,63+0,2 75+0,0 98,1+127
5,0 5,27+0,1 72+0,1 110,7 £ 15,9
0 7,46 +£0,3 7,7+0,7 943+3,1
FLX+CFN 2,5 5,30+ 0,1 71+0,1 953+28
5,0 5,05+ 0,0 71+0,1 955+1,6
0 6,47+ 0,2 75+0,0 97,3+09
FLX+PRP+SDZ 2,5 5,26 £ 0,3 72+0,2 113,2+ 15,6
5,0 5,27+ 0,3 75+0,1 115,2 + 10,3
0 6,35+ 0,2 76+0,3 101,5+6,8
FLX+SDZ+CFN 2,5 5,17+0,1 7,7+0,0 102,0+0,3
5,0 5,06 £ 0,1 72+0,1 105,6 £4,5
0 6,05+ 0,0 75+0,0 94,1+28
FLX+PRP+SDZ+CFN 2,5 5,61+0,2 7,3+0,0 954+16
5,0 543+0,0 7,3+0,0 103,8+ 3,9

Fonte: autora da tese.
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5.5.1 Carbono orgénico total

A fim de verificar a mineralizagdo das amostras dos compostos farmacéuticos
estudados, bem como de suas misturas combinadas, antes e ap0s a irradiacédo por feixe de
elétrons, foram realizadas as analises de Carbono Orgéanico Total (COT). Os dados dos
valores médios de COT (mg.L™) e de eficiéncia de remocdo da toxicidade (%) das
amostras brutas e irradiadas nas diferentes doses e combinagdes de mistura foram
apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 - Valores de carbono orgénico total (COT) e eficiéncia de remog&o (%) dos compostos
farmacéuticos e misturas ap0s a irradiacao por feixe de elétrons.

Amostra Dose (KGy) COT (mg.L?)  Eficiéncia (%)

0 12,61 -

Fluoxetina 2,5 13,57 43
5,0 14,10 6,3

0 50,65 -

Propranolol 2,5 52,90 7,1
5,0 54,06 10,6

0 15,22 -
Sulfadiazina 2,5 23,38 34,9
5,0 26,21 41,9

0 33,77 -

Cafeina 25 35,33 4,4
5,0 37,14 9,1

0 31,82 -

FLX+PRP 2,5 32,19 1,1
5,0 33,03 3,7

0 19,42 -

FLX+SDZ 2,5 20,37 4,7
5,0 20,84 6,8

0 24,19 -

FLX+CFN 2,5 24,79 2,4
5,0 26,89 10,0

0 30,40 -

FLX+PRP+SDZ 2,5 32,43 6,3
5,0 36,12 15,8

0 33,43 -

FLX+PRP+CFN 2,5 34,09 1,9
5,0 35,30 53

0 34,15 -
FLX+PRP+SDZ+CFN 2,5 31,86 1,0
5,0 31,54 7,6

Fonte: autora da tese.

Os resultados de COT para os compostos farmacéuticos indicaram valores de
carbono organico em solucdo aquosa: 50,65 mg.L™ para a Fluoxetina, 33,77 mg.L™ para a
Cafeina, 15,22 mg.L™ para a Sulfadiazina e 12,61 mg.L™ para o Propranolol. Foram

observadas eficiéncias de remocdo de COT em torno de 10% para o Propranolol e Cafeina,
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e em torno de 6% para a Fluoxetina, na dose de 5,0 kGy, indicando que ndo houve
mineralizacdo significativa das amostras irradiadas. Porém, para a Sulfadiazina,
observamos valores de eficiéncia de remocédo de COT de 40%.

Quanto as misturas dos compostos organicos, foram observadas eficiéncias de
remocdo de COT entre 5% e 10%, na dose de 5,0 kGy, para as misturas binarias e
quaternéria. A mistura ternéria de FLX + PRP + CFN apresentou eficiéncia de remogéo de
COT de 15%, na dose de 5,0 kGy, sendo essa a melhor registrada dentre as misturas.

SILVA (2016) em seu trabalho apresentou a baixa mineralizacdo do Cloridrato
de Fluoxetina, com valores de remogéo de COT de 22% na dose de 20 kGy. TOMINAGA
(2018) verificou a eficiéncia de remocdo de COT em apenas 2,29% para a amostra de
mistura dos farmacos Fluoxetina + Diclofenaco, na dose de 7,5 kGy, quando trabalhou
com essa mesma mistura, em concentracdo mais diluida, verificou valores de eficiéncia de
remoc¢do de COT de 33% em 7,5 kGy, demonstrando que as concentracdes dos farmacos
podem interferir na remocdo de COT das amostras em estudo. TEGZE et al. (2018)
demonstrou que 2 kGy ndo foi suficiente para induzir a mineralizacéo de antibidticos, com
valores de 25% e 10%, respectivamente para Ciprofloxacina e Norfloxacina, com 6 kGy,
aumentou para 40% a eficiéncia de remocdo de COT. HOMLOK et al. (2011) verificou
baixa mineralizacdo para o farmaco Diclofenaco. O processo de radiacdo ionizante
apresenta alta eficiéncia na degradacdo das moléculas, mas baixa mineralizacdo dos
compostos organicos, sendo indicadas doses mais altas para a melhor eficiéncia de
remocao de COT. (HOMLOK etal.; 2011; SILVA et al., 2016; TEGZE et al., 2018).

5.6 Degradacéo dos compostos farmacéuticos

5.6.1 Espectrofotometria UV-Vis

Os efeitos da irradiacdo por feixe de elétrons nas amostras de compostos
farmacéuticos foram avaliados por espectrofotometria UV-Vis, a fim de detectar a possivel
degradacdo dos mesmos presentes nas amostras. A eficiéncia do processo na degradacgdo
dos compostos foi mensurada pela diferenga dos picos caracteristicos, identificados por
meio das curvas obtidas pelo espectro UV-Vis de cada composto farmacéutico, para
diferentes doses de irradiacao.

Nas analises preliminares obtidas pelo espectro UV-Vis, verificou-se o pico de

absorcdo caracteristico da FLX no comprimento de onda de 226 nm (Figura 19A), e o do
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PRP no comprimento de onda de 290 nm (Figura 19B). Apds o processo de irradiagdo por
feixe de elétrons, foi verificado o decaimento da absorbancia no comprimento de onda
caracteristico do antidepressivo, acompanhado do aumento da absorbancia em 237 nm. As
doses aplicadas de 2,5 e 5,0 kGy levaram a uma degradacdo da FLX de 58.9 e 61,5%,
respectivamente Nas andlises do PRP, foi possivel verificar o0 mesmo comportamento, o
decaimento da absorbancia no comprimento de onda caracteristico do -bloqueador, com
valores de 57,1 e 56,9 % de degradacdo do PRP nas doses aplicadas de 2,5 e 5,0 kGy,
seguido pelo aumento da absorbancia ap6s o comprimento de onda de 320 nm, em relacao
a amostra bruta, indicando a possivel formacédo de intermediarios.

Em relacdo a Fluoxetina, SILVA et al. (2016) obtiveram degradacdo superior a
90% em dose de radiacdo de 0,5 kGy. Padrdo semelhante foi relatado por SHAO et al.
(2018) com degradacdo de 98% e TOMINAGA et al. (2021) com obtencdo de
concentracdes abaixo do limite de deteccédo, para solucdes irradiadas a 1 kGy. Em estudos
de degradacdo de B-bloqueadores via processos oxidativos avangados, foi observada a
degradacdo de 80% do Propranolol, por processo Foto-Fenton (BAYDUM et al., 2012).
Resultados mostraram que 0s processos de ozonizacgdo e Fe2+/ozonizacdo foram eficientes
na degradagao de B-bloqueadores presentes em efluentes hospitalares, pois foram capazes
de degradar os compostos originais, atingindo 30,6%/49,1% e 3,4%/77,9% de degradacao
para O3 e Fe2+/03, respectivamente (WILDE et al., 2014).

Figura 19 - Espectrofotometria UV-Vis dos compostos farmacéuticos: A) Fluoxetina; B) Propranolol, em
fungdo das doses de radiacéo aplicadas.
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Fonte: autora da tese.

83



Em relacdo a SDZ, foi possivel identificar as bandas de absorcéo caracteristica
em 240 e 258 nm, nas amostras brutas (Figura 20). Ap6s o tratamento, houve o decaimento
da absorbancia, a partir do comprimento de onda de 230 nm, indicando que o processo de
irradiacdo por feixe de elétrons foi eficiente na degradacédo do antibidtico, mesmo em doses
baixas de 2,5 e 5,0 kGy, levando a degradagéo de 53,2 e 70,2%.

Trabalhos anteriores demonstraram que diferentes POAs foram eficientes para
a remocdo desse antibidtico. ReacGes de Fenton e foto-Fenton, desencadearam a
degradacdo completa de SDZ em 8 h e 5 min de reacéo, respectivamente (CONDE-CID et
al., 2021). LASTRE-ACOST et al. (2019), investigaram a dissipa¢do de SDZ por meio de
um processo foto-Fenton homogéneo, obtendo porcentagens de remocgédo de SDZ inferiores
a 20% e 50%. Resultados semelhantes foram obtidos por outros autores, por meio de
processo foto-Fenton homogéneo, porém na presenca de luz UV, BATISTA et al. (2014)
obtiveram a remogé&o completa de SDZ.

Figura 20 - Espectrofotometria UV-Vis do composto farmacéutico Sulfadiazina, em funcéo das doses de
radiacéo aplicadas.
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Fonte: autora da tese.

Nas analises por UV-Vis para CFN, foi possivel identificar a banda de
absorcéo caracteristicas em 273 nm (Figura 21). Enquanto que ap0os processo de irradiacao
por feixe de elétrons a mesma banda caracteristica ndo foi identificada, evidenciando a
degradacdo do composto apds o processo, com valores de degradacdo de 72,3 e 74,5 %,
nas doses 2,5 e 5,0 kGy, respectivamente. Cabe destacar, que houve aumento da

absorbancia apds o comprimento de onda de 290 nm nas amostras irradiadas, o que indica
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a formacdo de intermediarios mais toxicos do que o composto inicial, como mostra o
aumento da toxicidade nos ensaios ecotoxicologicos para D. similis (Figura 14).

TORUN et al. (2014), estudaram a degradacdo de amostras de CFN, tratadas
com ozonio e irradiacdo gama, onde a CFN foi completamente degradada com doses de 1,2
kGy e 3,0 kGy. A CFN foi completamente removida a 0,2 kGy, quando a solugdo passou
por ozonizagdo, identificando que solugdes ozonizadas aumentam a eficiéncia de
degradacdo da CFN. VIEIRA et al. (2020), observaram que 50% da concentracao inicial de
CFN ja havia sido esgotada a 1 kGy de radiacdo gama.

Figura 21 - Espectrofotometria UV-Vis do composto farmacéutico Cafeina, em funcdo das doses de radiagédo
aplicadas.
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Fonte: autora da tese.

Os efeitos da irradiacdo por feixe de elétrons também foram avaliados por
espectroscopia UV-Vis para a mistura dos compostos em estudo, a fim de verificar
possiveis interacfes entre eles. Houve o decaimento da absorbancia em todos o0s
comprimentos de onda caracteristicos dos compostos farmacéuticos, indicando assim que 0
processo foi eficiente na degradacdo dos produtos farmacéuticos, ainda que tenha sido
observado o aumento da absorbancia em comprimentos de onda ndo caracteristicos aos
farmacos, indicando a formacéo de produtos intermediarios provenientes da radidlise da
agua, com estrutura alterada em relagdo ao composto inicial.

Na mistura binaria de FLX+PRP (Figura 22A) houve o decaimento da
absorbancia nos comprimentos de onda caracteristicos desses farmacos, porém foi possivel
notar uma diferenca na eficiéncia de degradacdo do PRP, em relacdo ao farmaco isolado,

guando este analisado em mistura com a FLX. Quanto a mistura binaria de FLX+SDZ
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(Figura 22B) também houve o decaimento da absorbancia nos comprimentos de onda
caracteristicos desses farmacos, ainda que os picos de absorbancia caracteristicos da FLX e
da SDZ se misturem, ndo foram notadas diferencas significativas entre as analises desses
compostos isolados ou em mistura. Em relacdo a mistura binaria de FLX+CFN (Figura
22C), foi observado o decaimento da absorbancia no comprimento de onda caracteristico
apenas da CFN, ainda que com degradacdo menor do que a observada na andlise do
composto isolado. J& para FLX, ndo houve eficiéncia de degradacao para o antidepressivo,
indicando possivel interferéncia da CFN no processo.

Figura 22 - Espectrofotometria UV-Vis das misturas binarias dos compostos farmacéuticos: A) FLX+PRP;
B) FLX+SDZ; C) FLX+CFN, em funcédo das doses de radiag8o aplicadas.
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Fonte: autora da tese.

Nas anélises de espectroscopia UV-Vis das misturas ternarias (Figura 23A e
B) e da mistura quaternaria (Figura 24) dos compostos farmacéuticos, observamos o
decaimento da absorbancia em todos os comprimentos de onda caracteristicos dos
compostos, ainda que alguns picos se misturem. A degradacdo dos compostos
possivelmente ¢é afetada pela interagdo entre eles, fato esse que pode ser observado ao se
comparar comprimentos de onda diferentes evidenciados pelos picos de cada composto
isolado com os das misturas, tanto em amostras brutas quanto irradiadas. Nesse sentido,
cabe destacar, a necessidade de estudos complementares a fim de elucidar de forma mais
precisa tais resultados obtidos.

A irradiagdo por feixe de elétrons resulta na radidlise da agua, acarretando a
producdo de espécies de radicais altamente reativas, tais como o elétron aquoso (eaq),
radicais hidroxilas (*OH) e os dtomos de hidrogénio (He), que interagem e promovem a

oxidacdo, reducdo, dissociacdo ou degradacdo de varios poluentes organicos. Por meio do
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Absorbdncia (ua.)

variacdo da dose, a degradacdo de contaminantes organicos pode ser controlada a fim de
obter uma decomposicdo parcial (gerar moléculas mais biodegraddveis e menores) ou
decomposicdo completa (mineralizacdo) (CAPODAGLIO, 2017).

Amostras de aguas residuarias de ETES, contendo diferentes farmacos foram
tratadas por feixe de elétrons e radiacdo gama, respectivamente. As concentracdes de
residuos farmacéuticos apresentaram reducgdo de 94% e 97% quando expostas a doses de
0,5a5,0 kGy (REINHOLDS et al., 2017).

Figura 23 - Espectrofotometria UV-Vis das misturas ternarias dos compostos farmacéuticos: A)
FLX+PRP+SDZ; B) FLX+PRP+CFN, em fung¢do das doses de radiacao aplicadas.
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Fonte: autora da tese.

Figura 24 - Espectrofotometria UV-Vis da mistura quaternaria dos compostos farmacéuticos.
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5.7 Analises estatisticas

Pelo método ANOVA, foram verificadas as analises estatisticas de variancia

significativa entre os valores obtidos nos ensaios de toxicidade dos compostos

farmacéuticos. Nas Tabelas 18-21, foram apresentados os valores de p-valor calculados,

onde p < 0,05 indica que ha variacdo significativa entre as médias.

Tabela 18 - Variagdo entre as médias de CE50 obtidas na exposigao as amostras dos compostos

farmacéuticos individuais, brutos e irradiados.

Organismo  Amostra Niveis (kGy) Estat F P valor Variacao significativa
Fluoxetina 0-2,5 -26,5 0,0007 Sim
0-5,0 -36,07  0,0002 Sim
Propranolol 0-2,5 -20,89  0,0033 Sim
D. similis 0-5,0 -31,68  0,0010 Sim
Sulfadiazina 0-2,5 -4,79 0,0701 N&o
0-5,0 -7,415  0,0221 Sim
Cafeina 0-2,5 10,17  0,0123 Sim
0-5,0 12,16  0,0074 Sim
Fluoxetina 0-2,5 -4,245  0,0211 Sim
0-5,0 -,6815  0,0055 Sim
Propranolol 0-2,5 -4,48 0,0840 N&o
V. fischeri 0-5,0 -15 0,0030 Sim
Sulfadiazina 0-2,5 -11,93  0,0323 Sim
0-5,0 -23,51  0,0048 Sim
Cafeina 0-2,5 -41,4  0,0005 Sim
0-5,0 -53,561  0,0002 Sim

Fonte: autora da tese.

Tabela 19 - Variacdo entre as médias de CE50 obtidas na exposicdo as amostras das misturas binarias, brutas

e irradiadas.
Organismo Amostra Niveis (kGy) Estat F P valor Variacao Significativa
FXT + PRP 0-2,5 -39,13  0,0008 Sim
0-5,0 -46,34  0,0005 Sim
FXT + SDZ 0-2,5 -14,11  0,0014 Sim
D. similis 0-5,0 -16,46  0,0009 Sim
FXT + CAF 0-2,5 -10,92  0,0044 Sim
0-5,0 -14,72  0,0019 Sim
FXT + PRP 0-2,5 -11,64  0,0052 Sim
0-5,0 -20,29  0,0011 Sim
FXT + SDZ 0-2,5 -8,965  0,0120 Sim
V. fischeri 0-5,0 -12,62  0,0045 Sim
FXT + CAF 0-2,5 -18 0,0007 Sim
0-5,0 -21,77  0,0004 Sim

Fonte: autora da tese.
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Tabela 20 - Variacdo entre as médias de CE50 obtidas na exposicdo as amostras das misturas ternarias, brutas

e irradiadas.
Organismo Amostra Niveis (kGy) Estat F P valor Variacdo Significativa
FXT + PRP + SDZ 0-2,5 -30,45  0,0001 Sim
D. similis 0-5,0 -33,6  0,0001 Sim
FXT + PRP+CAF 0-2,5 -32,75  0,0011 Sim
0-5,0 -34,8  0,0010 Sim
FXT + PRP + SDZ 0-2,5 -14,43  0,0158 Sim
V. fischeri 0-5,0 -24,23  0,0036 Sim
FXT + PRP+CAF 0-2,5 -22,21  0,0063 Sim
0-5,0 -39,66  0,0012 Sim

Fonte: autora da tese.

Tabela 21 - Variagao entre as médias de CE50 obtidas na exposicao as amostras da mistura quaternaria,
brutas e irradiadas.

Organismo Amostra Niveis (kGy) Estat F P valor Variacgao Significativa
D.similis  FXT + PRP + SDZ+CAF 0-2,5 -6,225 0,0788 Né&o
0-5,0 -13,59 0,0096 Sim
V. fischeri  FXT + PRP + SDZ+CAF 0-2,5 -24,36 0,0008 Sim
0-5,0 -27,06 0,0006 Sim

Fonte: autora da tese.

Em relagdo as andlises estatisticas, os dados obtidos com D. similis e V.
fischeri, resultaram em variacdo significativa entre as médias das amostras dos compostos
farmacéuticos e suas misturas combinadas em pelo menos uma das doses de radiacdo
utilizadas como tratamento, obtendo assim, uma reducéo significativa de toxicidade dos

compostos farmacéuticos.

5.8 Carta controle de sensibilidade

A fim de garantir a qualidade analitica e a validacéo dos resultados dos ensaios
realizados neste trabalho, foram realizados ensaios mensais de sensibilidade com
substancia de referéncia KCL (Cloreto de Potassio) para o microcrustaceo D. similis, e
com Fenol (C.H.O) para a bactéria V. fischeri.

As cartas controle foram elaboradas com base nos valores de Concentracao
Efeitva Mediana (CE50), sendo obtida a média, o desvio e o Coeficiente de Variacdo (CV),
que sdo considerados validos quando inferiores a 30% (ZAGATTO e BERTOLETTI,
2008) garantindo a confiabilidade dos ensaios nas amostras avaliadas. Os resultados das
cartas controle foram apresentados nas Figuras 25 e 26, respectivamente.

Em relacdo aos ensaios de sensibilidade para D. similis, o valor médio da CE50
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(mg.L™" ) foi de 524,39 + 59,05 e 0 CV de 11,27%. Para V. fischeri, o valor médio da
CE50 (mg.L™) foi de 17,82 + 1,93 e CV de 10,83%. Sendo assim, podemos afirmar que

todos os resultados dos ensaios estiveram dentro da faixa de sensibilidade, garantindo a

confiabilidade dos ensaios e dos resultados de toxicidade para as amostras de compostos

farmacéuticos analisados.

Figura
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Fonte: autora da tese.

Figura 26 - Carta controle de sensibilidade do organismo V. fischeri.
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6 CONCLUSOES

e Os resultados dos ensaios de ecotoxicidade para efeito agudo dos compostos
farmacéuticos individuais evidenciaram a Fluoxetina como o produto farmacéutico mais
toxico para ambos 0s organismos expostos.

e O organismo teste Daphnia similis foi significativamente mais sensivel para
os farmacos Fluoxetina, Propranolol e Sulfadiazina do que para Vibrio fischeri, enquanto a
Cafeina foi o produto farmacéutico menos toxico aos organismos. Ainda assim, 0s
resultados obtidos indicaram possivel risco para a biota aquatica quanto aos compostos
farmacéuticos Propranolol e Cafeina.

e Com relacdo as analises preditivas das possiveis interacdes toxicoldgicas
das misturas binarias dos compostos farmacéuticos, foi possivel identificar o modelo de
acdo independente para a mistura binaria de Fluoxetina + Propranolol, com efeito
sinergeético. Para as misturas binarias de Fluoxetina + Sulfadiazina e Fluoxetina + Cafeina,
0 modelo de adicdo de concentragdo foi o que melhor descreveu os efeitos toxicos dessas
misturas, com antagonismo identificado para a mistura de Fluoxetina + Sulfadiazina e
sinergismo para a mistura de Fluoxetina + Cafeina.

e A irradiacdo por feixe de elétrons mostrou-se um tratamento eficaz na
reducdo da toxicidade dos compostos farmacéuticos estudados, tanto nas analises
individuais, quanto combinados nas diferentes misturas.

e Apenas nos ensaios com Cafeina, aplicados ao organismo Daphnia similis,
ndo foi possivel verificar eficiéncia de remocéo da toxicidade, sugerindo que o processo de
irradiacdo por feixe de elétrons, acarretou na formacdo produtos de degradacdo com
estrutura diferente do composto inicial e ainda mais toxicos.

e Houve o decaimento da absorbancia em todos os comprimentos de onda
caracteristicos aos compostos farmacéuticos estudados, indicando que o processo por
irradiagdo foi eficiente na degradacdo dos mesmos, porém baixa eficiéncia de remogéo de
carbono orgénico total, indicando que ndo houve mineralizagéo significativa das amostras

irradiadas.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v Auvaliar a toxicidade dos farmacos em diferentes misturas para organismos
de diferentes niveis troficos;

v ldentificacdo dos subprodutos formados para os compostos isolados e para
as misturas de farmacos;

v Aplicacdo de processos combinados, visando a eficacia da remocéo de
compostos organicos e da toxicidade;

v Propor a irradiacdo com feixe de elétrons no tratamento de amostras reais de

industrias farmacéuticas.
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APENDICE

APENDICE A - Fichas controle dos ensaios de toxicidade com D. similis

Ensaios com Fluoxetina - 0,0 kGy

Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,85 | 7,93 7,12 7,47 210,8 264,0
3,00 0 0 0O 0 8,33 | 7,13 7,17 7,39 321,0 269,0
6,00 0 1 0 O 1 8,23 | 6,90 7,12 7,22 224,0 260,0
12,00 2 3 1 2 8 8,23 | 6,69 7,10 7,26 202,1 267,2
25,00 5 5 5 5 20 8,21 | 6,66 7,12 7,25 169,9 278,8
100,00 5 5 5 5 20 8,10 | 6,60 7,10 7,26 94,0 86,5
CE504gh: 12,58 (10,61-14,91)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond(mS.cm™)
Controle 0 0 0 O 0 8,02 | 7,70 7,78 7,58 224,0 226,0
3,00 0 0 0 O 0 8,83 | 7,52 7,74 7,46 370,8 222,6
6,00 0 0 2 2 4 8,50 | 7,50 1,72 7,42 272,8 230,7
12,00 3 3 2 3 11 8,02 | 7,02 7,70 7,38 236,5 238,8
25,00 5 5 4 3 17 8,00 | 7,00 7,62 7,36 171,9 237,6
50,00 5 5 5 5 20 7,94 | 6,89 7,60 7,33 120,8 237,0
CE50,g: 11,33 (8,99-14,29)
Ensaios com Fluoxetina - 2,5 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 7,85 | 7,93 7,12 7,47 210,8 264,0
3,00 0 0 0O 0 7,83 7,93 7,16 7,49 221 260,0
6,00 0 0 0O 0 7,73 | 7,89 7,10 7,46 214 220,0
12,00 0 0 0O 0 7,70 | 7,68 7,08 7,46 192,1 197,2
25,00 5 4 5 4 18 7,68 | 7,66 7,04 7,45 179,1 178,8
50,00 5 5 55 20 7,02 | 7,08 7,00 7,38 113,1 134,8
CE504gh: 37,89 (34,53-41,59)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 8,02 | 7,70 7,78 7,58 224,0 226,0
3,00 0 0 0O 0 8,03 | 7,73 7,71 7,62 221 2242
6,00 0 0 0O 0 8,02 | 7,69 7,71 7,59 218,1 216,6
12,00 0 0 01 1 7,98 | 7,60 7,70 7,56 202,2 198,6
25,00 5 4 4 3 16 7,91 | 7,66 7,62 7,55 162,2 158,8
50,00 5 5 55 20 7,03 | 7,06 7,61 7,58 119,1 1141
CE5045,: 39,01 (34,00-45,18)
Ensaios com Fluoxetina - 5,0 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 7,85 | 7,93 7,12 7,47 210,8 264,0
3,00 0 0 0O 0 7,86 | 7,87 7,12 7,51 196,6 202,2
6,00 0 0 0O 0 7,80 | 7,78 7,13 7,53 182,2 196,6
12,00 2 3 3 2 10 7,74 | 7,76 7,08 7,45 166,1 186,6
25,00 5 5 55 20 7,34 | 7,26 7,01 7,22 128,8 174,2
50,00 5 5 55 20 6,40 | 6,25 7,04 7,08 108,1 126,1

CE504gn: 46,53 (41,15-52,61)
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Ensaio 2

Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 8,02 | 7,70 7,78 7,58 2240 226,0
6,00 0 0 0O 0 7,96 | 7,80 7,72 7,41 206,4 212,1
12,00 0 0 0O 0 7,94 | 7,80 7,73 7,37 1915 196,1
25,00 2 2 3 2 9 7,90 | 7,56 7,80 7,35 176,1 172,3
50,00 5 3 55 18 7,38 | 7,46 7,71 7,33 145,3 149,1
100,00 5 5 5 5| 20 5,80 | 5,75 7,48 7,28 98,1 128,1

CE504g,: 49,51 (43,44-56,43)

Ensaios com Propranolol - 0,0 kGy

Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™") | OD¢(mg.L™) | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,85 | 7,93 7,12 7,47 210,8 264,0
3,00 0 0 0O 0 8,11 | 6,98 7,12 7,34 210,8 262,6
6,00 2 0 1 3 6 8,10 | 6,94 7,14 7,32 205,1 207,8
12,00 5 5 4 4| 18 8,09 | 6,80 7,14 7,33 189,9 197,1
25,00 5 5 55 20 8,09 | 6,75 7,14 7,35 168,0 192,1
50,00 5 5 5 5| 20 8,08 | 6,65 7,16 7,38 1247 165,3
100,00 5 5 5 5| 20 7,98 | 6,56 7,12 7,36 96,2 86,5
CE5040: 7,40 (6,24-8,78)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 8,02 | 7,70 7,78 7,58 224,0 226,0
3,00 0 0 0O 0 7,63 | 7,93 7,14 7,34 217,8 222,6
6,00 2 3 35 13 7,62 | 7,90 7,12 7,32 217,8 210,7
12,00 5 5 5 4 19 7,55 | 7,82 7,12 7,36 213,5 198,8
25,00 5 5 55 20 7,50 | 7,70 7,18 7,28 161,9 167,6
50,00 5 5 55 20 7,48 | 7,50 7,18 7,22 104,1 157,0
CE504gh: 5,01 (4,03-6,21)
Ensaios com Propranolol - 2,5 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,85 | 7,93 7,12 7,47 210,8 264,0
3,00 0 0 0O 0 7,35 | 7,33 7,09 7,44 201,1 238,6
6,00 0 0 0O 0 7,32 | 7,30 7,08 7,42 196,1 200,7
12,00 01 20 3 7,31 | 7,28 7,02 7,36 183,5 187,8
25,00 0 1 3 2 6 7,25 | 7,22 6,88 7,08 167,3 171,6
50,00 5 5 55 20 7,12 | 7,15 6,71 7,02 136,1 139,0
100,00 5 5 55 20 548 | 5,10 6,68 7,01 112,2 95,4
CE50,5,: 25,64 (21,31-30,87)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 8,02 | 7,70 7,78 7,58 224,0 226,0
3,00 0 0 0O 0 7,93 | 7,73 7,78 7,38 222,3 212,6
6,00 0 0 0O 0 7,92 | 7,70 7,77 7,35 220,6 195,8
12,00 0 0 0O 0 7,85 | 7,62 7,81 7,32 214,5 187,6
25,00 0 2 2 2 6 7,80 | 7,60 7,91 7,27 198,9 171,5
50,00 5 5 55 20 7,78 | 7,50 8,09 7,15 167,4 140,9

CE504gn: 28,54 (24,66-33,04)
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Ensaios com Propranolol - 5,0 kGy

Ensaio 1 Anaélise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD«mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,85 | 7,93 7,12 7,47 210,8 264,0
6,00 0 0 0O 0 7,46 | 8,10 7,02 7,38 196,4 200,1
12,00 0 0 0O 0 7,44 | 8,08 6,93 7,37 181,5 196,1
25,00 0 0 0 2 2 7,40 | 8,05 6,80 7,35 166,1 174,8
50,00 4 3 55 17 7,38 | 8,06 6,71 7,33 135,3 149,1
100,00 5 5 55 20 580 | 5,75 6,48 7,41 98,1 1247
CE50,p: 36,53 (31,55-42,28)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™") | OD¢(mg.L™) | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 8,02 | 7,70 7,78 7,58 224,0 226,0
6,00 0 0 0O 0 7,72 | 7,30 7,80 7,41 1914 200,1
12,00 0 0 0O 0 7,62 | 7,23 7,76 7,36 183,2 196,5
25,00 0 0 0O 0 7,60 | 7,15 7,74 7,32 167,8 182,5
50,00 4 5 5 3 17 7,58 | 7,06 7,71 7,29 134,2 147,8
100,00 5 5 55 20 540 | 5,35 7,08 7,00 94,1 120,5
CEB0,5: 39,23 (35,12-43,82)
Ensaios com Sulfadiazina - 0,0 kKGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 8,02 | 8,50 7,78 7,58 2240 226,0
10,00 0 0 0O 0 7,83 7,91 7,72 7,24 170,8 172,6
25,00 2 4 55 16 7,02 | 7,70 7,74 7,42 172,8 170,7
50,00 5 5 55 20 7,00 | 7,02 1,72 7,46 136,5 88,8
100,00 5 5 55 20 6,50 | 6,35 7,82 7,58 17,9 17,4
CES504gh: 17,11 (14,32-20,44)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 8,05 | 8,44 7,74 7,54 228,0 226,0
10,00 0 0 0 2 2 7,83 | 7,81 1,72 7,42 173,6 177,6
25,00 4 4 5 3 16 7,01 | 7,50 7,66 7,22 162,7 160,8
50,00 5 5 55 20 6,50 | 7,02 7,62 7,26 106,5 98,6
100,00 5 5 5 5| 20 6,30 | 6,50 7,82 7,42 15,6 15,9
CE50,gy 18,57 (16,08-21,45)
Ensaios com Sulfadiazina - 2,5kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,40 | 7,80 7,20 7,61 163,3 116,5
10,00 0 0 0O 0 7,36 | 7,73 7,16 7,57 113,0 106,6
15,00 0 0 0O 1 7,28 | 7,64 7,11 7,82 110,5 108,8
20,00 2 2 0 3 7 7,19 | 7,62 7,12 7,85 105,0 104,2
25,00 4 4 5 2 15 7,14 | 7,50 7,07 7,82 93,9 94,0
50,00 5 5 5 5| 20 6,86 | 6,29 6,98 7,71 79,7 74,0
CEB04n: 22,54 (20,20-25,10)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD«mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,40 | 7,80 7,20 7,61 163,3 116,5
10,00 0 0 0O 0 7,36 | 7,73 7,16 7,57 113,0 106,6
15,00 0 0 0O 0 7,28 | 7,64 7,11 7,82 110,5 108,8
20,00 0 0 20 2 7,19 | 7,62 7,12 7,85 105,0 104,2
25,00 5 2 4 4 16 7,14 | 7,50 7,07 7,82 93,9 94,0

CE50,4n: 22,72 (21,89-23,59)
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Ensaios com Sulfadiazina - 5,0kGy

Ensaio 1 Anaélise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD«mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,83 | 8,06 7,33 7,54 205,9 209,1
10,00 1 0 0O 1 7,94 | 8,08 7,35 7,61 182,5 185,3
25,00 4 0 0 3 7 7,90 | 6,74 7,35 7,53 136,4 1457
50,00 5 5 55 20 6,69 | 6,65 7,38 7,20 86,2 90,3
100,00 5 5 55 20 5,36 | 5,36 7,43 7,71 12,8 17,6
CE50,p: 26,68 (22,47-31,67)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™") | OD¢(mg.L™) | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,40 | 8,06 7,65 7,61 250,0 273,0
10,00 0 0 0O 0 7,33 | 7,65 7,95 7,82 235,0 239,0
15,00 0 0 0O 0 7,10 | 7,67 7,93 7,85 233,0 234,0
20,00 2 0 20 4 7,07 | 7,43 7,80 7,78 195,2 198,0
25,00 5 4 2 4 15 7,05 | 7,04 1,77 7,62 114,6 147,0
50,00 5 5 5 5| 20 6,68 | 6,06 7,78 7,58 89,6 90,9
CE50,5: 23,83 (21,56-26,33)
Ensaios com Cafeina - 0,0kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 8,95 | 8,04 7,78 7,71 181,7 200,1
10,00 0 0 0O 0 7,92 | 7,41 7,89 7,82 162,4 181,6
25,00 2 1 2 3 5 7,83 | 7,42 7,76 7,65 147,8 163,7
50,00 5 5 5 4 19 7,29 | 6,75 7,63 7,52 132,8 135,6
75,00 5 5 55 20 7,05 | 6,29 7,42 7,38 98,7 88,7
100,00 5 5 55 20 7,06 | 6,02 7,12 7,00 32,1 75,1
CE504gh: 29,72 (25,20-35,04)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,83 | 7,73 7,40 7,48 197,6 203,5
10,00 0 0 0O 0 7,68 | 7,70 7,49 7,43 166,6 166,9
25,00 2 1 21 6 7,60 | 7,56 7,50 7,45 162,3 163,9
50,00 5 3 5 3 16 7,33 | 7,38 7,52 7,48 150,4 152,2
75,00 5 5 5 5| 20 6,33 | 6,38 6,62 6,48 127,3 129,4
100,00 5 5 5 5| 20 6,20 | 6,02 6,40 6,00 27,2 80,6
CEB04s,: 31,00 (25,58-37,56)
Ensaios com Cafeina - 0,5 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 7,40 | 7,56 7,78 7,70 181,7 198,8
10,00 0 0 0O 0 7,80 | 7,60 6,89 6,80 162,4 166,8
25,00 5 4 5 4 18 - - - - - -
50,00 5 5 5 5| 20 - - - - - -
100,00 5 5 5 5| 20 5,57 | 5,02 7,00 6,82 32,1 86,6
CE5041: 16,38 (14,55-18,43)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD«mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 7,40 | 7,56 7,78 7,70 181,7 198,8
10,00 0 0 0O 0 7,80 | 7,60 6,89 6,80 162,4 166,8
25,00 5 5 4 3 17 - - - - - -
50,00 5 5 55 20 - - - - - -
100,00 5 5 55 20 5,57 | 5,02 7,00 6,82 32,1 86,6

CE50,gn: 17,84 (15,69-20,29)
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Ensaios com Cafeina - 1,0 kGy

Ensaio 1 Anaélise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,40 | 7,56 7,78 7,70 181,7 198,8
10,00 0 0 01 1 7,76 | 7,80 7,60 7,60 159,5 156,6
25,00 5 5 55 20 - - - - - -
50,00 5 5 55 20 - - - - - -
100,00 5 5 55 20 5,90 | 5,82 6,40 6,04 27,2 90,6
CE50,gp: 15,81 (14,46-16,22
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™") | OD¢(mg.L™) | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,40 | 7,56 7,78 7,70 181,7 198,8
10,00 0 0 0O 0 7,76 | 7,80 7,60 7,60 159,5 156,6
25,00 5 5 45 19 - - - - - -
50,00 5 5 5 5| 20 - - - - - -
100,00 5 5 5 5| 20 590 | 5,82 6,40 6,04 27,2 90,6
CEB0,4n: 16,46 (15,22-17,80)
Ensaios com Cafeina - 2,5 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 7,69 | 8,02 7,02 7,41 192,2 202,6
10,00 0 0 0O 0 7,59 | 7,86 7,29 7,35 173,4 178,7
25,00 5 5 3 3 12 757 | 7,74 7,28 7,43 171,3 173,7
50,00 5 5 55 20 7,35 | 7,58 7,31 7,46 166,1 167,9
100,00 5 5 5 5| 20 556 | 5,67 7,30 7,43 84,1 80,6
CEB0,0: 21,82 (18,29-26,02)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD«(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 7,69 | 8,02 7,02 7,41 192,2 202,6
10,00 0 0 0O 0 7,59 | 7,86 7,29 7,35 173,4 178,7
25,00 5 3 5 3 16 757 | 1,74 7,28 7,43 171,3 173,7
50,00 5 5 55 20 7,35 | 7,58 7,31 7,46 166,1 167,9
100,00 5 5 55 20 5,56 | 5,67 7,30 7,43 84,1 80,6
CE504g,: 18,57 (16,08-21,45)
Ensaios com Cafeina — 5,0 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,69 | 8,02 7,02 7,41 192,2 202,6
10,00 0 0 0O 0 7,70 | 7,74 7,79 7,72 179,7 221,0
25,00 5 5 3 4 17 7,07 | 7,22 1,77 7,70 164,4 176,6
50,00 5 5 55 20 7,04 17,11 7,67 7,72 153,6 159,8
100,00 5 5 5 5| 20 588 | 5,25 7,59 7,79 131,1 88,3
CE504s,: 17,84 (15,69-20,29)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 7,69 | 8,02 7,02 7,41 192,2 202,6
10,00 0 0 0O 0 7,70 | 7,74 7,79 7,72 179,7 221,0
25,00 5 3 5 4 16 7,07 | 7,22 1,77 7,70 164,4 176,6
50,00 5 5 55 20 7,04 17,11 7,67 7,72 153,6 159,8
100,00 5 5 55 20 5,88 | 5,25 7,59 7,79 131,1 88,3

CE504gn: 18,57 (16,08-21,45)
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Ensaios com Cafeina — 10,0 kGy

Ensaio 1 Anaélise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD«mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,40 | 7,56 7,78 7,70 181,7 198,8
10,00 0 0 0 2 2 7,60 | 7,88 7,40 7,56 168,8 165,8
25,00 5 5 4 4 18 - - - - - -
50,00 5 5 55 20 - - - - - -
100,00 5 5 55 20 4,78 | 4,43 7,00 7,04 121,2 96,6
CE50,gp: 15,81 (14,18-17,63)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™") | OD¢(mg.L™) | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,40 | 7,56 7,78 7,70 181,7 198,8
10,00 0 2 01 3 7,60 | 7,88 7,40 7,56 168,8 165,8
25,00 5 5 55 20 - - - - - -
50,00 5 5 5 5| 20 - - - - - -
100,00 5 5 55 20 4,78 | 4,43 7,00 7,04 121,2 96,6
CEB04s,: 14,93 (13,32-16,73)
Ensaios Mistura Binaria (Fluoxetina + Propranolol) — 0,0 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 6,92 | 6,41 7,68 7,64 255 264
3,00 0 0 0O 0 6,90 | 6,38 7,58 7,72 225 276
6,00 0 3 2 2 7 6,93 | 7,30 7,57 7,71 223 227
12,00 0 3 35 11 6,87 | 6,28 7,58 7,74 207 211
25,00 5 5 5 5| 20 6,85 | 6,22 7,58 7,70 185,6 189,5
50,00 5 5 55 20 6,80 | 6,28 7,62 7,68 139,5 143,3
CE504g4: 9,80 (7,91-12,15)
Ensaio 2 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,70 | 7,52 7,43 7,88 231 244
3,00 0 0 0 2 2 7,72 | 7,26 7,39 7,76 225 228
6,00 2 2 10 6 7,67 | 7,25 7,32 7,90 218 221
12,00 2 4 4 4 14 7,65 | 7,21 7,36 7,83 206 211,3
25,00 5 5 55 20 7,61 | 7,20 7,44 7,81 184,5 186,9
50,00 5 5 55 20 7,59 | 7,18 7,52 7,78 147,1 149,5
CE50,5:: 8,55 (6,89-10,61)
Ensaios Mistura Binaria (75% Fluoxetina + 25% Propranolol) — 0,0 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 7,60 | 7,42 - - - -
3,00 0 0 0 2 2 - - - - - -
6,00 2 2 11 6 - - - - - -
12,00 3 3 4 2 12 - - - - - -
25,00 5 5 5 5| 20 - - - - - -
50,00 5 5 5 5| 20 6,88 | 6,82 - - - -
CEB504qn: 9,17 (7,42-11,33)
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Ensaios Mistura Binaria (25% Fluoxetina + 75% Propranolol) — 0,0 kGy

Ensaio 1 Anaélise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,60 | 7,42 - - - -
3,00 0 0 01 1 - - - - - -
6,00 2 2 21 7 - - - - - -
12,00 5 5 4 4 18 - - - - - -
25,00 5 5 55 20 - - - - - -
50,00 5 5 55 20 7,08 | 7,06 - - - -
CE50,1: 6,94 (5,72-8,41)
Ensaios Mistura Binaria (Fluoxetina + Propranolol) — 2,5 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 6,92 | 6,41 7,68 7,64 255 264
6,00 0 0 0O 0 6,88 | 6,50 7,40 7,42 230,5 2424
12,00 0 0 0O 0 6,79 | 6,47 7,45 7,37 225,8 231
25,00 0 0 01 1 6,72 | 6,34 7,59 7,46 213,3 198,5
50,00 3 2 2 2 9 6,66 | 6,31 7,60 7,48 190,3 166,2
100,00 5 5 5 5| 20 509 | 5,35 7,83 7,57 132,3 109,6
CES04qy: 49,95 (42,18-59,16)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 7,70 | 7,52 7,43 7,88 231 244
6,00 0 0 0O 0 7,76 | 7,64 7,30 7,96 218 222
12,00 0 0 0O 0 7,65 | 7,59 7,33 7,90 205,1 207,1
25,00 0 0 0O 0 7,62 | 7,55 7,37 7,83 187,6 185,1
50,00 3 3 3 3 12 7,04 | 7,03 7,43 7,75 162,1 157,1
100,00 5 5 55 20 512 | 5,18 7,35 7,78 98,8 104,4
CE504gh: 46,65 (40,08-54,30)
Ensaios Mistura Binaria (Fluoxetina + Propranolol) — 5,0 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 6,92 | 6,41 7,68 7,64 255 264
6,00 0 0 0O 0 6,80 | 6,38 7,50 7,58 203,9 216,2
12,00 0 0 0O 0 6,78 | 6,40 7,38 7,56 176,1 1824
25,00 0 0 0O 0 6,72 | 6,42 7,40 7,48 159,6 163,9
50,00 0 2 0 4 6 6,01 | 6,21 7,42 7,47 134,4 1349
100,00 5 5 55 20 514 | 5,12 7,32 7,50 95,7 92,2
CEB04gy: 57,43 (49,83-66,20)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 7,70 | 7,52 7,43 7,88 231 244
6,00 0 0 0O 0 7,89 | 7,39 7,32 7,83 199,0 197,2
12,00 0 0 0O 0 791 | 7,49 7,38 7,86 180,2 185,2
25,00 0 0 0O 0 7,88 | 7,43 7,41 7,86 172.9 174,9
50,00 0 3 2 3 8 7,80 | 7,45 7,43 7,88 142,9 145,5
100,00 5 5 55 20 5,02 | 5,09 7,50 7,84 107,2 109,6

CE504gn: 53,59 (46,04-62,38)
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Ensaios Mistura Binaria (Fluoxetina + Sulfadiazina) — 0,0 kGy

Ensaio 1 Anaélise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD«mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,83 7,70 7,40 7,48 197,6 203,5
10,00 0 0 0O 0 7,75 | 7,64 7,49 7,43 166,6 166,9
25,00 4 2 5 2 13 7,68 | 7,56 7,53 7,45 162,3 163,9
50,00 4 5 45 18 7,60 | 7,38 7,62 7,50 160,4 162,2
75,00 5 5 55 20 7,33 | 7,31 7,82 7,48 1315 136,0
100,00 5 5 55 20 6,68 | 7,70 7,66 7,63 127,3 92,8
CE50,p: 22,14 (18,37-26,69)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™") | OD¢(mg.L™) | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,83 | 7,70 7,40 7,48 197,6 203,5
10,00 0 0 0O 0 7,75 | 7,64 7,49 7,43 166,6 166,9
25,00 2 3 2 3| 10 7,68 | 7,56 7,53 7,45 162,3 163,9
50,00 5 5 55 20 7,60 | 7,38 7,62 7,50 160,4 162,2
100,00 5 5 5 5| 20 6,68 | 7,70 7,66 7,63 127,3 92,8
CEB0,5: 23,64 (19,75-28,30)
Ensaios Mistura Binaria (75% Fluoxetina + 25% Sulfadiazina) — 0,0 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 7,52 | 7,46 - - - -
5,00 0 0 0O 1 - - - - - -
10,00 2 0 21 5 - - - - - -
25,00 4 5 45 18 - - - - - -
50,00 5 5 55 20 6,08 | 6,00 - - - -
CE504gh: 13,09 (11,13-16,84)
Ensaios Mistura Binaria (25% Fluoxetina + 75% Sulfadiazina) — 0,0 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,52 | 7,46 - - - -
5,00 0 0 0O 0 - - - - - -
10,00 0 0 0O 0 - - - - - -
25,00 2 4 25 13 - - - - - -
50,00 5 5 55 20 6,72 | 6,58 - - - -
CE504gh: 20,96 (17,65-24,88)
Ensaios Mistura Binaria (Fluoxetina + Sulfadiazina) — 2,5 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | OD(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,83 | 7,70 7,40 7,48 197,6 203,5
10,00 0 0 0O 0 7,82 | 7,74 7,47 7,67 194,1 196,6
25,00 0 1 10 2 7,76 | 7,69 7,49 7,65 192,2 194,6
50,00 3 3 3 4] 13 7,60 | 7.62 7,47 7,44 168,1 164,6
100,00 5 5 55 20 5,78 | 5,82 7,52 7,38 109,9 107,1
CE5045: 36,10 (34,80-44,18)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,75 | 7,78 7,48 7,52 202,1 207,6
10,00 0 0 0O 0 7,78 | 7,82 7,52 7,60 196,2 197,1
25,00 1 0 0O 1 7,72 | 7,78 7,49 7,59 194,2 1941
50,00 5 3 5 4 16 7,04 | 7,08 7,38 7,52 167,1 169,4
100,00 5 5 55 20 5,48 | 5,59 7,22 7,38 99,1 89,1

CE50,4n: 37,90 (33,43-42,98)
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Ensaios Mistura Binaria (Fluoxetina + Sulfadiazina) — 5,0 kGy

Ensaio 1 Anaélise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD«mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,83 7,70 7,40 7,48 197,6 203,5
10,00 0 0 0O 0 7,86 | 7,72 7,46 7,52 196,6 198,2
25,00 0 0 0O 0 7,78 | 7,70 7,52 7,49 192,2 196,6
50,00 4 5 35 17 758 | 7,24 7,22 7,26 162,2 158,6
100,00 5 5 55 20 5,32 | 5,06 7,08 7,16 92,2 98,1
CE50,p: 39,23 (35,12-43,82)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™") | OD¢(mg.L™) | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,75 | 7,78 7,48 7,52 202,1 207,6
10,00 0 0 0O 0 7,72 | 7,68 7,58 7,55 199,0 196,1
25,00 0 0 0O 0 7,68 | 7,59 7,56 7,48 198,1 192,1
50,00 4 4 3 5 16 7,32 | 7,22 7,32 7,22 1711 168,8
100,00 5 5 5 5| 20 540 | 5,22 7,24 7,18 98,6 99,4
CEB04gy 39,46 (35,77-43,54)
Ensaios Mistura Binaria (Fluoxetina + Cafeina) — 0,0 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 7,75 | 8,08 7,11 7,18 221 205,1
5,00 0 0 0O 0 7,82 | 7,89 7,19 7,13 196,6 196,9
10,00 0 2 0 2 4 7,79 | 7,85 7,23 7,15 182,3 183,8
25,00 4 5 55 19 7,74 1 7,81 7,25 7,05 186,6 182,8
50,00 5 5 55 20 7,72 | 7,82 7,23 7,08 120,5 126,0
100,00 5 5 55 20 7,68 | 7,86 8,26 7,68 93,8 96,5
CE504g,: 14,01 (11,89-16,51)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,62 | 7,68 1,72 7,80 202 206,6
5,00 0 0 0O 0 7,70 | 7,68 7,76 7,86 198,1 196,6
10,00 2 1 00 3 7,68 | 7,62 7,78 7,82 192,1 196,1
25,00 4 5 3 4 16 7,65 | 7,59 7,76 7,82 188,6 182,2
50,00 5 5 55 20 7,60 | 7,56 1,72 7,78 118,6 116,2
CE504gh: 16,46 (13,57-19,96)
Ensaios Mistura Binaria (75% Fluoxetina + 25% Cafeina) — 0,0 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 7,52 | 7,46 - - - -
5,00 0 0 21 3 - - - - - -
10,00 2 1 2 3 8 - - - - - -
25,00 4 5 5 4 18 - - - - - -
50,00 5 5 5 5| 20 6,56 | 6,44 - - - -
CE50,4,: 11,52 (8,77-15,12)
Ensaios Mistura Binaria (25% Fluoxetina + 75% Cafeina) — 0,0 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD«mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 7,52 | 7,46 - - - -
5,00 0 0 0O 0 - - - - - -
10,00 0 0 0O 0 - - - - - -
25,00 4 4 3 4 15 - - - - - -
50,00 5 5 55 20 7,16 | 7,06 - - - -

CE50,gn: 19,33 (16,54-22,60)
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Ensaios Mistura Binaria (Fluoxetina + Cafeina) — 2,5 kGy

Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD«mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,75 | 8,08 7,11 7,18 221 205,1
5,00 0 0 0O 0 7,76 | 7,89 7,15 7,22 203,2 196,2
10,00 0 0 0O 0 7,75 | 7,86 7,18 7,20 198,4 194,1
25,00 0 2 3 3 8 7,69 | 7,68 7,16 7,28 196,2 190,6
50,00 5 5 55 20 7,22 | 7,34 7,12 7,18 120,1 129,2
100,00 5 5 55 20 5,24 | 5,20 7,06 7,02 93,2 97,2
CES50,gp: 25,62 (21,48-30,57)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™") | OD¢(mg.L™) | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,62 | 7,68 1,72 7,80 202 206,6
5,00 0 0 0O 0 7,74 | 7,64 7,75 7,83 204,0 208,0
10,00 0 0 0O 0 7,70 | 7,59 1,77 7,85 201,2 204,0
25,00 2 3 20 7 7,67 | 7,42 7,71 7,91 183,1 195,1
50,00 5 5 5 5| 20 6,42 | 6,36 7,68 7,83 154,2 146,5
CEB0,n: 26,68 (22,47-31,67)
Ensaios Mistura Binaria (Fluoxetina + Cafeina) — 5,0 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 7,75 | 8,08 7,11 7,18 221 205,1
5,00 0 0 0O 0 7,89 | 7,84 7,10 7,15 223,1 205,2
10,00 0 0 0O 0 7,95 | 7,82 7,11 7,15 210,2 204,2
25,00 2 0 20 4 7,98 | 7,79 7,22 7,13 199,2 185,2
50,00 5 5 55 20 7,01 | 7,22 7,26 7,15 129,1 121,6
100,00 5 5 55 20 5,04 | 5,22 7,25 7,18 91,2 94,4
CE504gh: 30,10 (26,06-34,76)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,62 | 7,68 1,72 7,80 202 206,6
5,00 0 0 0O 0 7,58 | 7,44 7,70 7,83 202,2 202,8
10,00 0 0 0O 0 7,50 | 7,40 7,71 7,80 199,2 196,2
25,00 2 2 10 5 7,06 | 7,04 1,72 7,82 196,2 191,1
50,00 5 5 5 5| 20 6,32 | 6,26 7,70 7,80 1442 148,2
CEB0,4n: 28,01 (24,74-33,79)
Ensaios Mistura Terndria (Fluoxetina + Propranolol + Sulfadiazina) — 0,0 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,31 7,33 7,33 7,43 327 331,5
3,00 0 0 0O 0 7,43 | 7,41 7,40 7,47 321,1 308
6,00 0 2 0 2 4 7,41 | 7,39 7,42 7,50 319,1 278,8
12,00 2 3 35 13 7,38 | 7,36 7,41 7,52 269,1 252,2
25,00 4 5 55 19 7,32 | 7,34 7,46 7,49 178,8 174,8
50,00 5 5 5 5 20 6,76 | 6,76 7,49 7,51 148,6 139,1
CE50,qn: 9,06 (7,43-11,04)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,31 7,33 7,33 7,43 327 331,5
3,00 0 0 0O 0 7,43 | 7,41 7,40 7,47 3211 308
6,00 0 1 0 2 3 7,41 | 7,39 7,42 7,50 319,1 278,8
12,00 3 4 3 4 15 7,38 | 7,36 7,41 7,52 269,1 252,2
25,00 5 5 55 20 7,32 | 7,34 7,46 7,49 178,8 174,8
50,00 5 5 55 20 6,76 | 6,76 7,49 7,51 148,6 139,1

CE50,4n: 9,83 (7,98-12,10)

117



Ensaios Mistura Terndria (Fluoxetina + Propranolol + Sulfadiazina) — 2,5 kGy

Ensaio 1 Anaélise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD«mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,50 | 7,56 7,05 7,25 181,3 207,1
10,00 0 0 0O 0 7,31 | 7,51 7,06 7,26 163 163,5
25,00 0 0 0O 0 7,39 | 7,58 7,09 7,27 151,3 150,6
50,00 5 3 45 17 7,35 | 7,54 7,11 7,32 133,8 135,9
100,00 5 5 55 20 548 | 5,84 7,09 7,07 128,4 102,1
CE50,p: 39,23 (35,12-43,82)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™") | OD¢(mg.L™) | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,50 | 7,56 7,05 7,25 181,3 207,1
10,00 0 0 0O 0 7,31 | 7,51 7,06 7,26 163 163,5
25,00 0 0 0O 0 7,39 | 7,58 7,09 7,27 151,3 150,6
50,00 3 5 25 15 7,35 | 7,54 7,11 7,32 133,8 135,9
100,00 5 5 55 20 548 | 5,84 6,49 7,07 128,4 102,1
CEB0,qn: 40,56 (36,47-45,11)
Ensaios Mistura Terndria (Fluoxetina + Propranolol + Sulfadiazina) — 5,0 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 8,05 | 7,83 7,74 7,72 194,1 221
10,00 0 0 0O 0 7,40 | 7,58 7,63 7,79 166,1 167,4
25,00 0 0 10 1 7,45 | 7,50 7,60 7,79 1554 157,3
50,00 3 3 4 2 12 7,44 | 7,20 7,54 7,80 134,2 136,8
100,00 5 5 5 5 20 553 | 5,30 7,47 7,84 101,7 107,9
CES04g 44,04 (39,06-49,68)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD«(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 8,05 | 7,83 7,74 7,72 194,1 221
10,00 0 0 0O 0 7,40 | 7,58 7,63 7,79 166,1 167,4
25,00 0 0 0O 0 7,45 | 7,50 7,60 7,79 155,4 157,3
50,00 4 5 3 3 15 7,44 | 7,20 7,54 7,80 134,2 136,8
100,00 5 5 55 20 5,53 | 5,30 7,47 7,84 101,7 107,9
CE504gh: 42,04 (36,76-48,08)
Ensaios Mistura Ternaria (Fluoxetina + Propranolol + Cafeina) — 0,0 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,31 | 7,33 7,33 7,43 227 2215
1,00 0 0 0O 0 7,34 | 7,36 7,33 7,44 226,2 2242
5,00 2 3 01 5 7,28 | 7,33 7,31 7,43 225,2 2232
10,00 2 2 3 3 10 7,25 | 7,28 7,36 7,42 2211 2111
25,00 5 5 55 20 7,22 | 7,26 7,34 7,38 199,2 198,1
50,00 5 5 55 20 7,22 | 7,16 7,21 7,36 178,2 175,1
CEB04gn: 7,93 (5,95-10,56)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 7,31 7,33 7,33 7,43 227 2215
1,00 0 0 0O 0 7,34 | 7,36 7,33 7,44 226,2 2242
5,00 0 1 1 2 3 7,28 | 7,33 7,31 7,43 225,2 223,2
10,00 3 2 35 13 7,25 | 7,28 7,36 7,42 221,1 2111
25,00 5 5 55 20 7,22 | 7,26 7,34 7,38 199,2 198,1
50,00 5 5 55 20 7,22 | 7,16 7,21 7,36 178,2 175,1

CE504g: 7,89 (6,13-10,14)
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Ensaios Mistura Terndria (Fluoxetina + Propranolol + Cafeina) — 2,5 kGy

Ensaio 1 Anaélise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 8,05 | 7,83 7,74 7,72 194,1 221
10,00 0 0 0O 0 8,01 (781 7,72 7,70 182,2 180,2
25,00 0 0 0O 0 7,98 | 7,79 7,71 7,69 178,8 179,2
50,00 5 3 45 17 794 | 7,71 7,75 7,71 176,2 174,1
100,00 5 5 55 20 512 | 5,19 7,73 7,76 102,2 101,8
CE50,gp: 39,28 (35,12-43,82)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™") | OD¢(mg.L™) | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 8,05 | 7,83 7,74 7,72 1941 221
10,00 0 0 0O 0 8,01 | 7,81 1,72 7,70 182,2 180,2
25,00 0 0 0O 0 7,98 | 7,79 7,71 7,69 178,8 179,2
50,00 3 5 25 15 794 | 7,71 7,75 7,71 176,2 1741
100,00 5 5 55 20 512 | 5,19 7,73 7,76 102,2 101,8
CEB0,s: 42,04 (36,76-48,08)
Ensaios Mistura Terndria (Fluoxetina + Propranolol + Cafeina) — 5,0 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 8,05 | 7,83 7,74 7,72 194,1 221
10,00 0 0 0O 0 8,04 | 7,88 7,69 7,64 188,1 183,1
25,00 0 0 10 1 801|785 7,61 7,63 167,1 169,2
50,00 3 3 4 2 12 7,89 | 7,81 7,55 7,51 134,4 132,1
100,00 5 5 5 5 20 510 | 5,57 7,53 7,48 102,0 108,8
CE50,41: 44,81 (37,77-53,16)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD«(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 00O 0 8,05 | 7,83 7,74 7,72 194,1 221
10,00 0 0 0O 0 8,04 | 7,88 7,69 7,64 188,1 183,1
25,00 0 0 0O 0 8,01 | 7,85 7,61 7,63 167,1 169,2
50,00 4 5 3 3 16 7,89 | 7,81 7,55 7,51 134,4 132,1
100,00 5 5 55 20 5,10 | 5,57 7,53 7,48 102,0 108,8
CE504g,: 40,61 (35,88-45,97)
Ensaios Mistura Quaterndria (FLX + PRP + SDZ + CFN) - 0,0 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,01 | 7,07 7,75 7,95 201 208
3,00 0 0 0O 0 7,35 | 7,12 7,71 7,88 196,1 201,1
6,00 2 2 00 4 7,30 | 7,12 7,72 7,90 191,1 195,1
12,00 2 2 2 2 8 7,32 | 7,10 7,69 7,91 183,2 186,7
25,00 5 4 5 4 18 7,32 | 7,08 7,60 7,87 167,2 1711
50,00 5 5 55 20 7,21 | 7,06 7,50 7,57 136,5 139,6
CE50,¢p: 8,98 (6,65-12,13)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,01 | 7,07 7,75 7,95 201 208
3,00 0 0 0O 0 735|712 7,71 7,88 196,1 201,1
6,00 2 2 00 6 7,30 | 7,12 7,72 7,90 191,1 195,1
12,00 2 2 2 2 12 7,32 | 7,10 7,69 7,91 183,2 186,7
25,00 5 4 5 4 20 7,32 | 7,08 7,60 7,87 167,2 171,1
50,00 5 5 55 20 7,21 | 7,06 7,50 7,57 136,5 139,6

CE504g4: 12,17 (9,76-15,19)
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Ensaios Mistura Quaternéria (FLX + PRP + SDZ + CFN) — 2,5 kGy

Ensaio 1 Anaélise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD«mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,86 | 7,95 7,50 8,06 261 265
10,00 0 0 0O 0 7,84 | 7,87 7,46 7,81 183,2 186,1
25,00 5 5 4 4 18 7,83 | 7,83 7,41 7,76 167,2 172,1
50,00 5 5 55 20 7,72 | 7,81 7,21 7,72 134,2 137,8
100,00 5 5 55 20 5,75 | 5,60 7,28 7,80 98,1 96,5
CE50,gp,: 17,14 (15,38-19,09)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™") | OD¢(mg.L™) | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,86 | 7,95 7,50 8,06 261 265
10,00 0 0 0O 0 7,84 | 7,87 7,46 7,81 183,2 186,1
25,00 5 5 45 19 7,83 | 7,83 7,41 7,76 167,2 172,1
50,00 5 5 55 20 7,72 | 7,81 7,21 7,72 134,2 137,8
100,00 5 5 5 5| 20 5,75 | 5,60 7,28 7,80 98,1 96,5
CEB0,4n: 16,46 (15,22-17,80)
Ensaios Mistura Quaternéaria (FLX + PRP + SDZ + CFN) — 5,0 kGy
Ensaio 1 Analise Fisico — Quimica
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD{(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,86 | 7,95 7,50 8,06 261 265
10,00 0 0 0O 0 7,93 | 8,00 7,62 7,88 185,1 190,8
25,00 4 2 2 3 11 7,86 | 7,93 7,60 7,86 169,2 174,8
50,00 5 5 55 20 7,72 | 7,83 7,57 7,80 134,4 144.8
100,00 5 5 5 5 20 5,45 | 5,80 7,28 7,91 94,1 106,5
CE50,5: 25,62 (21,48-30,57)
Ensaio 2
Concentracdo(%) | Mortalidade | Total | pH; | pH; | ODi(mg.L™) | OD«(mg.L™") | Condi(mS.cm™) | Cond¢(mS.cm™)
Controle 0 0 0O 0 7,86 | 7,95 7,50 8,06 261 265
10,00 0 0 0O 0 7,93 | 8,00 7,62 7,88 185,1 190,8
25,00 2 3 21 8 7,86 | 7,93 7,60 7,86 169,2 174,8
50,00 5 5 55 20 7,72 | 7,83 7,57 7,80 134,4 1448
100,00 5 5 55 20 5,45 | 5,80 7,28 7,91 94,1 106,5

CE504gn: 22,71 (18,99-27,16)
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APENDICE B: Fichas controle dos ensaios de toxicidade com V. fischeri

Ensaios com Fluoxetina — 0,0 kGy

Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentragéo (%) pH OD(mg.L") | Cond (mS.cm™)
5,11 | 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 94 95 87 99 83 7,76 7,38 96,1
15 90 89 70 49 19
CE5015min: 22,80 (16,55-31,40)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentragio (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
5,11 | 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 94 90 92 95 90 | 7,76 7,38 96,1
15 90 82 72 51 18
CE5015min: 21,78 (19,70-24,07)
Ensaios com Fluoxetina — 2,5 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracio (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
5,11 | 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 94 92 90 89 90 |5,80 7,60 106,2
15 90 88 82 55 18
CE5015min: 25,82 (12,51-53,29)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentragio (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
511 | 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 94 102 92 96 89 |5,80 7,60 106,2
15 90 94 86 49 22
CE5015min: 27,14 (8,34-88,32)
Ensaios com Fluoxetina — 5,0 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OD(mg.L?") | Cond (mS.cm™)
511 | 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 94 99 96 90 92 |5,02 7,38 120,0
15 90 92 88 60 23
CE5015min: 28,90 (15,14-55,14)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OD(mg.L?") | Cond (mS.cm™)
5,11 | 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 94 101 99 96 98 | 5,02 7,38 120,0
15 90 90 86 56 33
CE5015min: 29,31 (18,68-45,97)
Ensaios com Propranolol — 0,0 KGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracao (%) pH OoD(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 104 96 90 92 89 7,65 7,32 106,1
l15 102 90 80 56 21

CE50;5min: 51,35 (36,17-72,91)
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Ensaio 2

Bioluminescéncia | Controle Concentragio (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 104 98 101 96 100 | 7,65 7,32 106,1
15 102 92 91 60 26
CE5015min: 53,47 (36,09-79,22)
Ensaios com Propranolol — 2,5 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentrago (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 104 99 96 82 86 5,42 7,22 107,1
15 102 96 89 56 24
CE5015min: 25,82 (12,51-53,29)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentragio (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 104 89 86 90 92 5,42 7,22 107,1
15 102 85 68 58 33
CE5015min: 56,40 (35,82-88,80)
Ensaios com Propranolol — 5,0 KGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OoD(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 104 92 89 88 96 5,52 7,16 124,7
15 102 89 79 66 40
CE5015min: 68,52 (51,51-91,15)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OD(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 104 98 89 96 90 5,52 7,16 124,7
15 102 92 78 60 39
CE5015min: 66,29 (52,42-83,83)
Ensaios com Sulfadiazina — 0,0 kKGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH oD(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 92 97 95 96 88 6,36 7,62 15,0
15 89 77 61 53 43
CE50;15min: 70,30 (57,01-86,68)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OD(mg.L") | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 98 95 92 97 92 6,36 7,62 15,0
15 82 76 70 61 31
CE5015min: 71,89 (55,56-93,01)
Ensaios com Sulfadiazina — 2,5 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OD(mg.L") | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 98 93 95 92 97 5,29 7,82 15,2
15 92 80 71 60 46

CE50,5min: 81,97 (70,98-94,66)
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Ensaio 2

Bioluminescéncia | Controle Concentragio (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 92 93 95 103 106 | 5,29 7,82 15,2
15 90 77 78 60 53
CE5015min: 84,08 (59,01-109,82)
Ensaios com Sulfadiazina — 5,0 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentrago (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 92 94 89 89 87 5,20 7,62 18,4
15 90 78 70 65 40
CE5015min: 97,26 (69,05-127,00)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentracio (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 98 90 89 92 91 5,20 7,62 18,4
15 92 80 78 66 43
CE5015min: 91,95 (61,18-128,18)
Ensaios com Cafeina — 0,0 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OoD(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
7,67 | 1535 | 30,71 | 61,42
lo 94 94 93 99 102 | 7,56 7,72 79,1
15 102 99 95 78 26
CE5015min: 42,18 (25,05-71,01)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OD(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
7,67 | 15,35 | 30,71 | 61,42
ly 94 81 91 92 80 7,56 7,72 79,1
15 102 84 87 69 21
CE5015min: 39,30 (28,35-54,46)
Ensaios Cafeina — 2,5 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH oD(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 90 94 97 98 100 | 5,25 7,29 82,2
15 109 87 88 78 55
CE50;5min: 82,63 (63,31-107,84)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OD(mg.L") | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 97 86 90 87 91 5,25 7,29 82,2
15 80 66 53 47 42
CE50;5min: 81,65 (70,98-94,66)
Ensaios Cafeina — 5,0 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OD(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 97 89 86 77 85 | 5,02 7,12 86,6
15 90 77 71 61 33

CES015min: 92,38 (49,01-174,14)
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Ensaio 2

Bioluminescéncia | Controle Concentragio (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 97 107 95 92 93 5,02 7,12 86,6
15 90 86 65 64 42
CE5015min: 96,11 (67,55-136,73)
Ensaios Mistura Binaria (Fluoxetina + Propranolol) — 0,0 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentrago (%) pH | OD(mg.L") | Cond (mS.cm™)
5,11 | 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 96 96 92 96 98 6,86 7,86 106,6
15 90 88 80 79 44
CE5015min: 46,24 (29,39-72,75)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentragio (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
5,11 | 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 96 92 90 96 89 6,86 7,86 106,6
15 90 84 79 68 48
CE505min: 46,00 (37,13-56,98)
Ensaios Mistura Binaria (Fluoxetina + Propranolol) — 2,5 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracéo (%) pH ob(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 96 95 92 88 90 | 5,42 7,58 122,2
15 90 89 80 61 41
CE5015min: 64,03 (46,45-79,19)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH ob(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 96 98 100 104 101 | 5,42 7,58 122,2
15 90 89 80 62 43
CE5015min: 64,21 (45,88-89,87)
Ensaios Mistura Binaria (Fluoxetina + Propranolol) — 5,0 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH ob(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 96 92 94 99 88 5,02 7,45 124,6
15 90 81 78 64 33
CE5015min: 66,75 (54,58-81,64)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OD(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 96 94 99 98 98 5,02 7,45 124,6
15 90 88 90 71 44
CE5015min: 69,02 (56,24-91,48)
Ensaios Mistura Binaria (Fluoxetina + Sulfadiazina) — 0,0 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OD(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
5,11 | 10,23 | 20,47 | 40,45
ly 104 112 115 118 114 | 6,58 7,62 92,1
15 102 102 93 74 68

CE50,5min: 47,94 (34,40-66,81)
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Ensaio 2

Bioluminescéncia | Controle Concentragio (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
511 | 10,23 | 20,47 | 40,45
ly 104 98 97 94 95 | 6,58 7,62 92,1
15 84 93 89 80 46
CE5015min: 49,75 (31,46-78,65)
Ensaios Mistura Binaria (Fluoxetina + Sulfadiazina) — 2,5 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentrago (%) pH | OD(mg.L") | Cond (mS.cm™)
511 | 10,23 | 20,47 | 40,45
ly 91 100 101 104 89 |548 7,48 96,2
15 104 98 91 96 48
CE5015min: 56,67 (33,54-95,75)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentragio (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,45
lo 97 94 91 94 89 |548 7,48 96,2
15 94 90 81 77 60
CE5015min: 58,95 (46,18-75,25)
Ensaios Mistura Binaria (Fluoxetina + Sulfadiazina) — 5,0 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH ob(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
5,11 | 10,23 | 20,47 | 40,45
lo 104 89 94 87 86 | 5,22 7,22 122,0
15 112 88 80 75 52
CE50;5min: 60,91 (41,84-88,65)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH ob(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
5,11 | 10,23 | 20,47 | 40,45
ly 97 99 94 98 92 5,22 7,22 122,0
15 94 92 82 78 55
CE5015min: 62,02 (46,84-73,42)
Ensaios Mistura Binaria (Fluoxetina + Cafeina) — 0,0 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH ob(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
5,11 | 10,23 | 20,47 | 40,45
ly 94 93 86 82 86 7,24 7,22 92,16
15 102 91 82 68 44
CE5015min: 46,24 (31,69-67,47)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OD(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
5,11 | 10,23 | 20,47 | 40,45
ly 91 97 99 96 92 7,24 7,22 92,1
15 84 85 79 65 39
CE5015min: 47,67 (34,01-51,72)
Ensaios Mistura Binaria (Fluoxetina + Cafeina) — 2,5 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OD(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 97 81 76 78 83 | 5,36 7,16 93,3
15 90 68 53 42 35

CE50,5min: 61,07 (48,50-76,90)
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Ensaio 2

Bioluminescéncia | Controle Concentragio (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 97 86 90 87 91 5,36 7,16 93,3
I35 80 66 53 47 42
CE5015min: 64,78 (58,67-72,57)
Ensaios Mistura Binaria (Fluoxetina + Cafeina) — 5,0 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentrago (%) pH | OD(mg.L") | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 97 89 89 91 88 5,06 7,04 96,6
I15 90 74 60 54 40
CE5015min: 71,50 (55,54-92,05)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentragio (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 90 95 94 96 88 5,06 7,04 96,6
I15 109 99 94 81 40

CE50;5min: 66,09 (45,35-96,32)

Ensaios Mistura Ternéria (Fluoxetina + Propranolol + Sulfadiazina) — 0,0 kGy

Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH ob(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 107 95 89 96 96 6,32 7,48 96,6
15 108 88 74 47 29
CE5015min: 45,84 (35,49-59,21)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH ob(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 107 102 99 99 101 6,32 7,48 96,6
15 108 96 74 65 23

CE5015min: 44,84 (29,84-67,40)

Ensaios Mistura Ternaria (Fluoxetina + Propranolol + Sulfadiazina) — 2,5 kGy

Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH ob(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 107 104 93 90 95 5,04 7,36 122,4
15 108 98 85 56 36
CE5015min: 61,09 (40,42-92,31)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OD(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 107 95 89 96 96 5,04 7,36 122,4
15 108 88 74 57 39

CE5015min: 58,45 (51,06-66,90)

Ensaios Mistura Terndria (Fluoxetina + Propranolol + Sulfadiazina) — 5,0 kGy

Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OD(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 107 97 88 92 91 5,01 7,62 124,2
15 108 95 83 71 37

CE50,5min: 71,95 (54,76-94.53)
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Ensaio 2

Bioluminescéncia | Controle Concentragio (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 107 95 96 101 96 5,01 7,62 124,2
I15 108 92 90 71 38

CE50;5min: 67,19 (47,27-95,50)

Ensaios Mistura Terndria (Fluoxetina + Propranolol + Cafeina) — 0,0 kGy

Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentrago (%) pH | OD(mg.L") | Cond (mS.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 94 95 87 99 83 6,21 7,78 106,3
I15 90 89 75 69 39
CES015mn: 36,92 (30,08-45,31)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentragio (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
511 10,23 | 20,47 | 40,95
lo 94 98 96 94 95 6,21 7,78 106,3
I15 90 86 85 65 29

CE5015min: 32,09 (16,02-64,25)

Ensaios Mistura Terndria (Fluoxetina + Propranolol + Cafeina) — 2,5 kGy

Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH ob(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 99 98 96 94 95 5,22 7,74 102,2
15 90 68 63 50 35
CE5015min: 57,18 (47,58-68,71)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH ob(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 99 90 90 94 84 5,22 7,74 102,2
15 90 80 60 46 36

CE5015min: 56,24 (22,52-64,42)

Ensaios Mistura Ternaria (Fluoxetina + Propranolol + Cafeina) — 5,0 kGy

Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH ob(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 94 94 98 88 103 | 5,02 7,72 102,4
15 91 90 92 70 42
CE5015min: 76,02 (54,86-95,35)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OD(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 94 95 90 90 84 | 5,02 7,72 102,4
15 91 90 82 64 36
CE5015min: 72,31 (58,49-89,39)
Ensaios Mistura Quaternaria (FLX + PRP + SDZ + CFN) — 0,0 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OD(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 102 91 94 96 92 6,02 7,46 92,1
15 104 87 82 53 15

CE50,5min: 41,04 (29,83-56,46)
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Ensaio 2

Bioluminescéncia | Controle Concentragio (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 102 87 86 83 83 6,02 7,46 92,1
15 104 80 73 48 19
CE5015min: 43,99 (31,81-60,81)
Ensaios Mistura Quaternéria (FLX + PRP + SDZ + CFN) — 2,5 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentrago (%) pH | OD(mg.L™) | Cond(mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
ly 102 99 94 87 89 5,46 7,26 94,2
15 104 89 70 63 37
CE5015min: 66,92 (47,89-93,50)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentragio (%) pH | OD(mg.L™) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 102 96 84 88 91 5,46 7,26 94,2
l4s 104 94 78 57 41
CE5015min: 66,82 (49,02-91,06)
Ensaios Mistura Quaternaria (FLX + PRP + SDZ + CFN) — 5,0 kGy
Ensaio 1
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH ob(mg.L?) | Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90
lo 102 93 97 94 94 5,40 7,24 101,0
15 104 92 83 70 44
CE5015min: 70,29 (49,35-100,11)
Ensaio 2
Bioluminescéncia | Controle Concentracdo (%) pH OD(mg.L* Cond (mS.cm™)
10,23 | 20,47 | 40,95 | 81,90 )
lo 102 95 90 97 90 5,40 7,24 101,0
15 104 93 84 68 39

CE50;5min: 68,85 (54,42-87,09)
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APENDICE C — Analises fisico-quimicas

pH. Oxigénio Dissolvido e Condutividade — Farmacos isolados

Composto Ensaio pH OD (mg.L") Condutividade (mS.cm™)
Bruto 1 7,76 7,38 96,1
2 8,10 7,10 86,5
XS 793x0,24 72%0,2 91,3+£6,8
2.5 kGy 1 5,80 7,60 106,1
Fluoxetina 2 5,58 7,00 82,2
XS 569+0,16 7304 94,2+ 16,9
5 kGy 1 5,02 7,38 120,0
2 5,80 7,48 128,1
XS 541+0,55 74%0,1 124057
Bruto 1 7,98 7,12 86,5
2 7,65 7,32 106,1
XS 7,82x0,23 72%0,1 96,3+ 139
2.5 kGy 1 5,48 6,68 95,4
Propranolol 2 5,42 7,22 107,1
XS 545+0,04 7004 101,2+ 8,3
5 kGy 1 5,80 6,48 132,0
2 5,52 7,16 1247
XS 5,66%0,20 6,8+0,5 128,4 +5,2
Bruto 1 6,36 7,62 15,0
2 6,50 7,82 18,4
XS 6,43+0,10 7,7x0,1 16,7+24
2.5 kGy 1 5,29 7,82 15,2
Sulfadiazina 2 5,58 6,92 20,2
X+S 544+0,21 7,4+0,6 17,7+ 3,5
5 kGy 1 5,20 7,62 18,4
5,36 7,43 17,6
X+S 528+0,11 75%+0,1 18,0+ 0,6
Bruto 1 7,56 1,72 75,1
2 7,06 7,12 79,1
X+S 7,31+£0,35 7404 77,1+28
2.5 kGy 1 5,25 7,29 82,2
Cafeina 2 5,56 7,30 80,6
X+S 541+0,22 73x0,0 814+1,1
5 kGy 1 5,02 7,12 86,6
2 5,88 7,59 88,3
X+S 545+0,61 74+0,3 875+1,2
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pH. Oxigénio Dissolvido e Condutividade — Misturas Binarias

Composto Ensaio pH OD (mg.L?) Condutividade (mS.cm™)
Bruto 1 6,86 7,86 105,2
2 6,02 7,60 95,6
X+S  6,44+0,59 7,7+0,2 100,4 + 6,8
2.5 kGy 1 5,42 7,58 109,6
FLX+PRP 2 5,12 7,35 104,4
X+S 527+0.21 75+0,2 107,0 £ 3,7
5 kGy 1 5,02 7,45 92,2
2 5,14 7,32 124,6
X+S 508+0,08 74+01 108,4 + 22,9
Bruto 1 6,58 7,62 92,1
2 6,68 7,66 92,8
X+S  6,63+0,07 76+0,0 925+0,5
2.5 kGy 1 5,48 7,48 89,1
FLX+SDZ 2 5,78 7,52 107,1
X+S 563+0,21 75+0,0 98,1+12,7
5 kGy 1 5,22 7,22 122,0
2 5,32 7,08 99,4
X+S  527+0,07 72+0,1 110,7 + 15,9
Bruto 1 7,24 7,22 92,1
2 7,68 8,26 96,5
X+S  746+0,31 7,7+07 943+31
2.5 kGy 1 5,36 7,16 93,3
FLX+CFN 2 5,24 7,06 97,2
X+S 5304008 71401 953+28
5 kGy 1 5,06 7,04 96,6
2 5,04 7,22 94,4
X+S 505+0,01 71+0,1 955+ 1,6

pH. Oxigénio Dissolvido e Condutividade — Misturas Ternarias

Composto Ensaio pH OD(mg.L") Condutividade (mS.cm™)
Bruto 1 6,32 7,48 96,6
2 6,62 7,42 97,9
X+S 6,47+0,21 75+0,0 97,3+0,9
2.5 kGy 1 5,04 7,36 124,2
FLX+PRP+SDZ 2 5,48 7,09 102,1
X+S 526+0,31 7,2+0,2 113,2 + 15,6
5 kGy 1 5,01 7,62 122,4
2 5,53 7,47 107,9
X+S 527+0,37 75+0,1 115,2 + 10,3
Bruto 1 6,21 7,78 106,3
2 6,48 7,38 96,6
X+S 6,35+0,19 7,6+0,3 101,5+6,8
2.5 kGy 1 5,22 7,74 102,2
FLX+SDZ+CFN 2 5,12 7,73 101,8
X+S 517+0,07 7,7+0,0 102,0+ 0,3
5 kGy 1 5,02 7,72 108,8
2 5,10 7,53 102,4
X+S 5,06+0,06 72+0,1 105,6 + 4,5
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pH. Oxigénio Dissolvido e Condutividade — Mistura Quaternéaria

Composto Ensaio pH OD(mg.L™?) Condutividade (mS.cm™)
Bruto 1 6,02 7,46 92,1
2 6,08 7,50 96,1
X+S  6,05+0,04 75+0,0 941+28
2.5 kGy 1 5,46 7,26 94,2
FLX+PRP+SDZ+CFN 2 5,75 7,28 96,5
X+S  561+021 7,3%0,0 954+16
5 kGy 1 5,40 7,24 101,0
2 5,45 7,28 106,5
X+S 543%0,04 7,3%0,0 103,8 £ 3,9
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