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RESuUMO

O estilo de vida atual provoca, em grande parte da populagéo, preocupacoes, stress e
depressobes, 0 que tem levado a um aumento do consumo de antidepressivos na maioria dos
paises. Consequentemente tem aumentado a entrada destas substancias, e dos seus
metabolitos, no meio ambiente provenientes de descargas de aguas residuais domésticas
tratadas, pois os tratamentos convencionais ndo removem estes farmacos eficientemente,
podendo causar efeitos prejudiciais nos ecossistemas.

Os objetivos deste trabalho foram a avaliacdo da ecotoxicidade de um psicofarmaco e
de alguns nanocatalisadores desenvolvidos para a remocdo de farmacos através de
tratamentos de fotoxidacdo catalitica, utilizando a microalga Pseudokirchneriella subcapitata.
Os ensaios foram realizados de acordo com o teste de inibicAo para algas, descrito no
Regulamento CE 440/2008 da Comissao, de 30 de maio de 2008, que por sua vez, se baseia
no documento “Guidelines for the Testing of Chemicals: Freshwater Alga and Cyanobacteria
Growth Inhibition Test” (OECD, 2011). O principio do teste baseia-se na determinacdo do efeito
no crescimento de culturas de algas expostas a uma gama de concentra¢cdes de uma dada
substancia. A resposta é avaliada em funcdo da concentracdo do material de exposicao
comparativamente a uma cultura de controlo. A duracdo dos ensaios foi de 72 h. Um ensaio
prévio com uma substancia de referéncia, o dicromato de potassio, serviu para demonstrar que,
nas condicdes do ensaio, a sensibilidade da espécie de alga utilizada ndo se alterou
significativamente. As culturas de controlo apresentaram uma taxa de crescimento de acordo
com os valores de referéncia definidos pelo método. O crescimento da biomassa das culturas
foi avaliado a partir da determinacdo do conteudo de clorofila in vivo por fluorescéncia num
leitor de microplacas. As curvas de inibicdo de crescimento em funcdo do logaritmo da
concentracao testada foram tragadas com base na reducdo da fluorescéncia e as estimativas
dos parametros ecotoxicolégicos foram obtidas a partir das equacdes de regressao linear.

O psicofarmaco selecionado para os ensaios foi a venlafaxina. Os nanomateriais
testados foram o grafeno, os polioxometalatos (PMoyoV2,, PMoyi,V e PMop) e os
polioxometalatos imobilizados em flocos de grafeno (PMoyV.@GF, PMojV@GF e
PMo.,@GF). Foram avaliadas as concentragfes efetivas que causam 10, 20 e 50% de inibi¢céo
na populacédo de algas (CE1o, CEy e CEsp) para todos os compostos testados. A venlafaxina foi
classificada como substancia téxica para o ambiente aquatico, bem como o PMoyV, € o

PMooV.@GF. As substancias prejudiciais para o ambiente aquatico sdo o PMoy;;V e o
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PMoj;V@GF. Os restantes materiais, grafeno, PMo;, e PMo,,@GF, apresentam uma
toxicidade mais baixa, sendo classificados como substancias com possiveis efeitos prejudiciais
para os organismos aquaticos.

Palavras-chave: ecotoxicidade, grafeno, microalgas, nanomateriais, polioxometalatos,
venlafaxina.
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ABSTRACT

Today's lifestyle raises concerns, stress and depressions to a large extent in the
population, which has led to an increase in antidepressant consumption in most countries. As a
consequence, the entrance of these substances and their metabolites in the environment due to
discharges of treated domestic wastewaters has increased since conventional wastewater
treatments do not efficiently remove these pharmaceuticals, which can cause harmful effects on
ecosystems.

The objectives of this work were to evaluate the ecotoxicity of a psychiatric drug and
some nanocatalysts developed for the removal of pharmaceuticals through -catalytic
photooxidation treatments using the microalga Pseudokirchneriella subcapitata. The tests were
carried out in accordance with the algae inhibition test described in Commission Regulation of
European Community 440/2008 of May 30 2008 , which was based in the document “Guidelines
for the Testing of Chemicals: Freshwater Alga and Cyanobacteria Growth Inhibition Test”
(OECD, 2011). The test principle is based on the determination of the effect on the growth of
algae cultures exposed to a concentration range of a given substance. The response is
evaluated as a function of the concentration of the exposure material compared to a control
culture. The tests were carried out over a period of 72 h. A previous test with a reference
substance, potassium dichromate, was performed to demonstrate that, under the test conditions,
the sensitivity of the algal species did not change significantly. Control cultures showed a growth
rate according to the reference values defined by the method. Growth of the biomass of the
cultures was assessed from the determination of the in vivo chlorophyll content by fluorescence
in a microplate reader. The growth inhibition curves were plotted as a function of the logarithm of
the concentration tested on the basis of the fluorescence reduction. The ecotoxicological
parameters effective concentration that causes 10, 20 and 50% inhibition to the algal population
(EC10, ECy and ECsp) were estimated from the linear regression equations.

The pharmaceutical selected for the trials was venlafaxine. The nanomaterials tested
were graphene, polyoxometalates (PMoioV2, PMoy;V and PMo;,) and polyoxometalates
immobilized on graphene flakes (PMo1oV.@GF, PMo;V@GF and PMo,@GF). EC4, EC, and
ECs, were determined for all composites. Venlafaxine was classified as a toxic substance for the
aquatic environment, as well as PMo1,V, and PMo1,V,@GF. Substances harmful to the aquatic

environment were PMoy;V and PMo;V@GF. The remaining materials, graphene, PMo;, and
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PMo.,@GF, had a lower toxicity and were classified as substances with possible harmful effects
on aquatic organisms.

Keywords: ecotoxicity, graphene, microalgae, nanomaterials, polyoxometalates, venlafaxine.
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1. INTRODUCAO: MOTIVACAO E OBJETIVOS

O avanco da ciéncia e, em particular, da industria farmacéutica ao longo dos
anos promoveu uma melhoria da qualidade de vida. Hoje em dia, ha milhares de
medicamentos no mercado que ajudam no tratamento, prevencao e diagnostico das
mais variadas doencgas, contribuindo para o aumento da esperanca de vida do homem.
Sao disso exemplo, os anti-inflamatérios, os antidepressivos, as hormonas sexuais ou
os redutores de lipidos no sangue, entre outros.

O estilo de vida atual provoca, em grande parte da populacédo, preocupacoes,
stress e depressdes. Para ajudar a combater estas situa¢gfes de falta de bem-estar, a
industria farmacéutica desenvolveu farmacos que atuam no sistema nervoso central e
gue promovem um retorno a sensacdo de harmonia, sdo o0s antidepressivos ou
estabilizadores do humor. Nos ultimos anos tem-se observado o aumento do consumo
deste tipo de medicamentos. Em Portugal, entre 2000 e 2012, o consumo destas
substancias aumentou 240 % (Furtado, 2014). O aumento do consumo de
antidepressivos também ¢é evidenciado noutros paises da Unido Europeia (Furtado,
2014), como se pode comprovar através dos indicadores da Organizacdo de
Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico (Organisation for Economic Co-operation
and Developmen - OECD) (OECD, 2015), no ambito da salde referente aos paises da
Organizacdo entre os anos 2000 e 2013. No setor farmacéutico, o consumo de
antidepressivos tem aumentado consideravelmente na maioria dos paises da
Organizacdo, sendo que esta analise foi feita para 28 paises dos 34 pertencentes a
OECD. O consumo médio nestes paises aumentou para quase o0 dobro durante o
periodo analisado. Os valores variam de 32 para 58 doses diarias definidas (DDD) por
1000 pessoas por dia. Em Portugal, no ano de 2000, a média do consumo era
equivalente a média dos 28 paises escolhidos para o estudo. J4 em 2013, o consumo
guase triplicou, ultrapassando a média dos indicadores de consumo e atingindo um valor
de 88 DDD por 1000 pessoas por dia (OECD, 2015).

Evidentemente que estes medicamentos melhoram a qualidade de vida de todos
0s que deles necessitam e utilizam. No entanto, ha outra situacdo que comega a ser
preocupante: a deposi¢cdo destas substancias, ou dos seus metabolitos, no meio
ambiente depois da sua utilizagdo. Os primeiros relatos de farmacos no ambiente

remontam a década de 70. Embora sé nas Ultimas duas décadas tenha havido um
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aumento mais significativo da investigagcao nesta area. O avancgo das técnicas analiticas,
principalmente nos meios de deteg&o, permitiu reduzir os valores dos limites de detegéo
permitindo assim a detecao de niveis residuais de farmacos no ambiente. Deste modo, a
comunidade cientifica ficou mais consciente e preocupada com este problema. Assim
passou a ser motivo de apreensao a possibilidade de aparecimento de efeitos adversos
devido a presenca de farmacos no ambiente, ndo s6 para 0s organismos aquaticos
como, em Ultima instancia, para a saude humana (Santos et al., 2010).

A avaliacdo da ecotoxicidade de um psicofarmaco para a microalga
Pseudokirchneriella subcapitata executada neste trabalho pretende ser um contributo
para a analise dos riscos ambientais envolvidos na presenca de farmacos nas aguas
residuais domésticas.

Outro dos objetivos do estudo foi a avaliagdo da ecotoxicidade provocada por
alguns nanocatalisadores desenvolvidos para a remocdo de farmacos através de

tratamentos de fotoxidacgao catalitica na mesma alga.

1.1.PSICOFARMACOS

Segundo a Estatistica do Medicamento 2014, publicada pelo INFARMED,
Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude (2014), o numero de
embalagens comparticipadas do grupo dos psicofarmacos € de 21 450 330, perfazendo
14% do total de embalagens comparticipadas pelo Servico Nacional de Saude (SNS).
Na listagem das 100 substancias ativas com maior nimero de embalagens no SNS
estdo o alprazolam (posicdo 7), o lorazepam (posicdo 10), o zolpidem (posicédo 24), o
bromazepam (posicdo 26), o diazepam (posicdo 28), a sertralina (posicdo 32), a
venlafaxina (posicdo 35), a fluoxetina (posicdo 40), o citalopram ou escitalopram
(posicdo 47), a trazodona (posicdo 48), a mirtazapina (posi¢cdo 70), o mexazolam
(posicdo 85), o loflazepato (posicdo 86), a paroxetina (posicdo 90) e o clonazepam
(posicdo 96). A carbamazepina ndo se encontra nesta listagem, mas esta na listagem
dos 100 medicamentos com maior numero de embalagens no SNS (posic¢éo 90).

O diazepam é uma benzodiazepina, usado como anticonvulsivo, ansiolitico,
sedativo e relaxante muscular, com ac¢édo de longa duracéo. A sertralina € um farmaco
gue atua como inibidor seletivo da recaptagdo da serotonina (ISRS) sendo utilizado
como antidepressivo, no tratamento de stress pés-traumatico ou transtorno obsessivo-

compulsivo. A fluoxetina também pertence a classe dos ISRS e é um agente



Avaliacao de ecotoxicidade usando microalgas como complemento de estudos para a
remocédo de psicofarmacos em ETARS

antidepressivo, também utilizado para tratar bulimia nervosa, distdrbio de panico e stress
pos-traumético. Outro ISRS é o citalopram, um derivado de ftaleno diciclico, com
atividade antidepressiva e ansiolitica. A trazodona é um derivado da triazolopiridina
sintética, que pertence a classe dos antidepressivos atipicos, sendo usado como
antidepressivo e sedativo. A venlafaxina € um derivado do ciclohexanol e feniletilamina,
que atua como inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina e da noradrenalina
(ISRSN), sendo utilizado como antidepressivo. A carbamazepina é uma dibenzoazepina,
e € um dos principais farmacos a ser utilizado como antiepilético e anticonvulsivo

(PubChem, 2016a).

1.2.PRESENCA DE PSICOFARMACOS NAS AGUAS RESIDUAIS E SUPERFICIAIS

O uso de farmacos pela populacdo tem como destino final as aguas residuais.
Depois de utilizados, estes compostos sdo excretados sob a forma original ou como
metabolitos, e seguem o curso normal das aguas residuais: sdo encaminhados para as
estacbes de tratamento de aguas residuais (ETARS), as quais descarregam 0s seus
efluentes tratados nas aguas superficiais, as quais serdo contaminadas com farmacos
caso estes ndo sejam eficientemente removidos na ETAR. Inadequadamente, 0s
medicamentos sem uso, por exemplo quando fora do prazo de validade, sédo por vezes
rejeitados em conjunto com as aguas residuais ou com o lixo doméstico, contribuindo
também para a sua presenca no ambiente.

A comunidade cientifica tem demonstrado uma crescente preocupacdo com a
poluicdo originada por farmacos. Ja foram identificadas centenas de farmacos e
produtos de higiene pessoal nas aguas residuais e superficiais. A ocorréncia de
farmacos no ambiente foi relatada pela primeira vez em 1976, por Garison et al., nos
Estados Unidos. Passados 5 anos, foi no Reino Unido, e outros 5 anos, no Canada.
Nos anos seguintes foram detetados pelo menos 150 farmacos no ambiente,
especialmente no meio hidrico. Encontram-se, entre 0s mais comuns, os anti-
inflamatdrios diclofenac e ibuprofeno, os psicofarmacos carbamazepina e diazepam,
bem como outros tipos de farmacos: antibiéticos, beta-bloqueadores, esteroides e
reguladores hormonais, reguladores de lipidos e ainda antineoplasicos (Nikolaou, Meric
e Fatta, 2007). Além dos farmacos originais, também aparecem no meio hidrico os
produtos de transformagdo, devido a transformacdes bidticas, ou abitticas, como a

fotodegradacdo (Andreozzi, Marotta e Paxéus, 2003). Uma das propriedades fisico-
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s

guimicas importantes no desenvolvimento de farmacos é o coeficiente de particdo
octanol/agua. A transferéncia de farmacos no corpo humano depende da bicamada
lipidica da membrana celular, ou seja, uma das principais propriedades pretendidas
num farmaco para promover a sua permeacdo através de membranas bioldgicas é a
lipofilia (Fatta-Kassinos, Meric e Nikolaou, 2011). Para além disso, na metabolizagdo, a
tendéncia é para os farmacos sofrerem oxidagdo, reducdo ou clivagem, originando
metabolitos mais hidrofilicos, que sédo mais facilmente eliminados na urina ou nas fezes
(Mompelat, Le Bot e Thomas, 2009).

Ha referéncias de que as ETARs convencionais nao removem eficientemente a
maioria destes compostos. Verificou-se uma degradacdo do ibuprofeno até 90% em
reatores bioldgicos do tipo biodiscos, mas a concentracdo do metabolito comecou a
diminuir apenas depois de 150 h de tratamento (Winkler et al., 2001), sendo um tempo
de reten¢do muito longo.

Num estudo realizado por Mackulak et al., (2015), foram identificados 13
compostos no afluente de uma ETAR em Petrzalka (Eslovaquia). Nestes 13 compostos,
drogas ilicitas e farmacos, estavam incluidos o citalopram e a venlafaxina em
concentracdes de 93 e 371 ng/L respetivamente. Estes foram também detetados no
efluente tratado da ETAR, revelando uma eficiéncia de remoc¢éo de apenas 10% para
estes dois farmacos. Foram feitos trés tipos de ensaios de degradacdo com este
afluente: o primeiro tipo foi de biossorcdo e degradacdo, em trés matrazes diferentes,
um com a alga Chlorella kessleri, e outros dois com os fungos da madeira, Pleurotus
cornucopie e Lentinus edodes; o segundo tipo refere-se a degradac¢do usando uma
mistura multienzimatica, especificada como BIO-P4 (Bioprospect, Republica Checa); e
0 terceiro recorreu a utilizacdo do reagente de Fenton. Por fim, comparou-se a
eficiéncia da remocédo dos farmacos nos diferentes tratamentos. A melhor eficiéncia de
remocéo foi registada com o reagente de Fenton, na ordem dos 95% para o citalopram
e 99% para a venlafaxina. A mistura multienzimatica mostrou uma boa eficiéncia
comparada com o tratamento convencional mais utilizado, que é o de lamas ativadas,
verificando-se eficiéncias de remocgdo de 91 % para o citalopram, mas apenas 52%
para a venlafaxina. Em oposicdo, a pior eficiéncia registada foi no tratamento com L.
edodes, que nao apresentou valor significativo para a venlafaxina. Para os restantes
organismos, as eficiéncias situaram-se entre 1,5 e 25%.

Um outro exemplo, descrito por Rizzo et al.,, (2009), utiliza o tratamento

fotocatalitico com TiO, numa mistura de carbamazepina, amoxicilina e diclofenac. Os
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autores mediram o carbono organico total (TOC), constatando que a cinética do
processo € lenta. A taxa de mineralizacdo encontrada foi de ty, = 86,6 min, para a
mistura na agua residual, em contraste com t;, = 46,5 min, para a mistura em agua
destilada. A finalizacdo do tratamento por oxidacdo com ozono seguido de filtragdo em
carvao ativado granular permite melhores resultados na remocao dos farmacos. Mesmo
a carbamazepina, considerado um poluente persistente, de dificil degradacgéo biolégica,
apresentou uma remocdo da ordem de 99 %. No entanto, o seu metabolito
epoxicarbamazepina, ndo revelou tdo elevada reducdo, ficando pelos 63%, e
permanecendo em concentracfes acima de 13 ng/L (Huerta-Fontela et al. 2011).

De uma maneira geral, os efluentes das ETARs sdo descarregados para os
cursos de agua de superficie, nomeadamente rios. E possivel que a jusante do local de
descarga de uma ETAR exista uma captacdo para o tratamento e abastecimento de
agua para consumo humano, a qual podera ficar contaminada com farmacos em
guantidades residuais que ndo foram totalmente degradados e/ou removidos. Numa
compilacdo de estudos feita por Jones et al. (2005), estédo referenciados 11 farmacos
encontrados na agua de consumo humano de varios paises: Alemanha, Italia, Reino
Unido, Canad4 e Estados Unidos da América. Neste estudo, a carbamazepina, o
diazepam, o diclofenac e o ibuprofeno foram encontrados em concentracdes que
variam dos 3 ng/L aos 258 ng/L. Pode-se constatar que o problema da presenca de
farmacos no ambiente estd a aumentar, uma vez que estes compostos ndo sao
totalmente removidos nas ETARs e sdo descarregados continuamente no ambiente,
tornando-se poluentes persistentes.

De acordo com Winkler et al. (2001), foram feitos estudos nos rios Elba e Saale
(Alemanha), e ambos apresentaram contaminagéo com ibuprofeno. No rio Elba detetou-
se ibuprofeno em niveis de 0,087 mg L*, e também foi detetado o seu metabolito
hidroxi-ibuprofeno.

No entanto, deve-se ressaltar que os farmacos aparecem na agua potavel em
concentragcdes muito baixas, como foi referido. Mesmo consumindo a quantidade
recomendada, cerca de dois litros por dia, a dose ndo chega a ser equivalente a uma
prescricdo. Apesar de ndo provocarem efeitos agudos, ndo se pode excluir a
possibilidade de efeitos crénicos (Jones, Lester e Voulvoulis, 2005).

Assim deve investir-se na investigacdo centrada na remocdo de farmacos,

nomeadamente nas ETARs domésticas de forma a propor processos de tratamento
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eficientes, sustentaveis e que ndo originem subprodutos prejudiciais para o meio

ambiente.

1.3.ENQUADRAMENTO LEGAL

Considerando que “A &gua ndo é um produto comercial como outro qualquer,
mas um patriménio que deve ser protegido, defendido e tratado como tal.”, o
Parlamento Europeu, no conselho da Unido Europeia de 23 de outubro de 2000, adotou
a Diretiva 2000/60/CE, que estabelece um quadro de acdo comunitaria no dominio da
politica da agua. A Diretiva tem como objetivo estabelecer um enquadramento para a
protecdo das aguas de superficie interiores, das aguas de transicdo, das aguas
costeiras e das aguas subterraneas. Depois de analisadas as caracteristicas de cada
regido hidrografica, registadas as zonas protegidas e identificadas as massas de agua a
utilizar para tratamento e consumo humano, deve ser garantida a monitorizacdo da
gqualidade das mesmas.

A Decisdo n° 2455/2001/CE do Parlamento Europeu, do conselho de 20 de
novembro de 2001 estabelece a lista das substéncias prioritarias no dominio da politica
da agua e altera a Diretiva 2000/60/CE. Nesta lista constam 33 substancias entre
metais pesados, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, hidrocarbonetos halogenados
e pesticidas ou herbicidas, mas nenhum farmaco.

A Diretiva 2008/105/CE, de 16 de novembro, relativa a normas de qualidade
ambiental no dominio da politica da agua, que altera e subsequentemente revoga as
Diretivas 82/176/CEE, 83/513/CEE, 84/156/CEE, 84/491/CEE e 86/280/CEE do
Conselho, e que altera a Diretiva 2000/60/CE, estabelece normas de qualidade
ambiental (NQA) para as mesmas substancias da lista anterior. Os farmacos ainda néao
aparecem como substancias prioritarias.

A Diretiva 2013/39/EU, de 12 de agosto, altera as Diretivas 2000/60/CE e
2008/105/CE no que respeita as substancias prioritarias no dominio da politica da agua.
A Comissao procedeu a uma revisao da lista das substéancias prioritarias, de modo a
identificar novas substancias, determinar NQA para estas substancias e atualizar as ja
existentes. A lista das substancias prioritarias aumentou para 45 e foi estabelecida uma
lista de vigilancia, para recolha de dados de monitoriza¢éo para servir de base a novas
discussdes e estabelecimento de novas prioridades. Nesta lista de vigilancia foram

incluidos trés farmacos (diclofenac, 17alfa-etinilestradiol e 17beta-estradiol). A Decisao
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de Execucdo 2015/495, de 20 de margo de 2015, vem aumentar o numero de farmacos
presente na lista de vigilancia das substancias para monitorizacdo, através da inclusao
da familia de antibiéticos dos macrdlidos (eritromicina, claritromicina e azitromicina).
Atualmente sdo seis os farmacos presentes na lista de vigilancia criada pela Uniao
Europeia.

Examinando a lei nacional, o Decreto-Lei n.° 103/2010, de 24 de setembro,
estabelece as normas de qualidade ambiental no dominio da politica da &gua,
transpondo a Diretiva n.° 2008/105/CE. No que respeita as substancias prioritarias no
dominio da politica da &gua, o Decreto-Lei n.° 218/2015 de 7 de outubro procede a
segunda alteracdo ao Decreto-Lei n° 103/2010, transpondo a Diretiva n.° 2013/39/UE do

Parlamento Europeu para a ordem juridica nacional.



Avaliacao de ecotoxicidade usando microalgas como complemento de estudos para a
remocédo de psicofarmacos em ETARS



Avaliacao de ecotoxicidade usando microalgas como complemento de estudos para a
remocédo de psicofarmacos em ETARS

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.ECOTOXICOLOGIA/ECOTOXICIDADE

Segundo Carson (1969) “A agua também deve ser pensada em termos das
cadeias de vida que ela sustenta (...). Podemos nés presumir que 0S venenos que
introduzimos na agua deixem de penetrar nestes ciclos de vida da natureza?” O seu
livro “Primavera Silenciosa” € considerado um marco na fundacdo do movimento
ambientalista moderno e documenta uma série de descricdes de males observados
apos o uso de inseticidas (Glausiusz, 2007). O termo ecotoxicologia foi definido pelo
médico René Truhaut em 1977 como o ramo da toxicologia que envolve os efeitos
causados por poluentes naturais ou sintéticos em cada um dos componentes dos
ecossistemas como parte de um todo, inclusive humanos (Truhaut, 1977).

Os farmacos foram desenvolvidos para o tratamento da salde humana e animal,
no entanto, 0os organismos ndo-alvo estdo sujeitos a possiveis efeitos apés a sua
libertacdo no ambiente, devido a estes partilharem com o homem e o0s animais
recetores, biomoléculas e vias metabdlicas semelhantes (Richardson & Ternes 2014).
Uma vez que todas as substancias sdo potenciais venenos (Paracelso, séc. XVI),
mesmo em doses minimas, depois de utilizados os farmacos sao libertados para o
ambiente, podendo tornar-se prejudiciais para os organismos nao-alvo. Nos Ultimos
anos os investigadores tém focado a sua atencao neste problema emergente tendo sido
publicados muitos estudos sobre esta tematica.

Um estudo realizado por Cleuvers (2003) com farmacos de prescricdo comum,
entre eles a carbamezepina, avaliou os seus efeitos em trés organismos pertencentes a
classes taxondmicas distintas: a Daphnia magna, um cladécero — pequeno crustaceo
de agua doce; a Desmodesmus subspicatus, uma cloréfita — microalga verde; e a
Lemna minor, uma macrofita — planta aquatica. Para a Daphnia avaliou-se a sua
imobilizagdo aguda, apds 48 h; enquanto que para a D. subspicatus e a L. minor
avaliou-se a inibicdo do crescimento, em trés e sete dias, respetivamente. Os
resultados mostraram uma concentragéo efetiva para 50% dos organismos (CEsy) maior
do que 100 mg/L para a Daphnia, 74 mg/L para a D. subspicatus e 25,5 mg/L para a L.
minor, sendo os dois Ultimos pertencentes ao intervalo 10-100 mg/L, estando

classificados como nocivos. Avaliando a toxicidade da carbamazepina numa mistura
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com &cido clofibrico (um antidislipidémico), os resultados foram muito mais acentuados
do que o esperado a partir dos testes individuais para a Daphnia. Utilizando uma
concentracdo de carbamazepina de CEsy/2, a imobilizagdo da Daphnia foi de 12%. Para
a mesma concentragdo na mistura dos farmacos, a imobilizacéo atingiu os 50%. No
entanto, a inibicdo de crescimento da alga, no ensaio com carbamazepina numa
concentracdo de CEso/2, foi de 13% e na mistura de farmacos diminuiu para 9%
(Cleuvers, 2003).

Os perigos da presenca de quantidades residuais de farmacos no ambiente sédo
atualmente uma preocupacdo no campo da ecotoxicologia no que concerne aos
organismos ndo-alvo. A sensibilidade de sete espécies de diferentes niveis tréficos, de
agua doce e marinhas, foi investigada utilizando os antidepressivos fluoxetina,
sertralina e clomipramina (Minguez et al., 2014). Um dos objetivos deste estudo foi a
comparacao de sensibilidade entre os organismos. Os ensaios selecionados foram o
teste de inibicdo de crescimento (72 h) das algas Skeletonema marinoi e
Pseudokirchneriella subcapitata, o teste de imobilizacdo (48 h) dos microcrustaceos
Artemia salina e Daphnia magna, testes de desenvolvimento e sobrevivéncia de
adultos (96 h) em Hydra attenuata (cnidario de agua doce), testes de embriotoxicidade
(36 h) e metamorfose (24 h) em Crassostrea gigas (ostra-do-pacifico), e ensaios in
vitro em culturas primarias de hematdcitos de Haliotis tuberculata (molusco marinho).
Os resultados mostraram um intervalo de toxicidade bastante alargado: CEs, desde
4,70 pg/L clomipramina para S. marinori, até maior do que 100 mg/L clomipramina para
A. salina. Os organismos mais sensiveis foram as algas e a ostra do pacifico, C. gigas,
no teste de embriotoxicidade. Comparando os valores de toxicidade dos trés farmacos,
a sertralina apresenta a maior taxa de toxicidade em todas as espécies estudadas. A
equipa de trabalho deste estudo ainda sugere testes de toxicidade crénica com mais
espécies de organismos. Mais estudos como o sugerido tornar-se-ao valiosos para a
obtencéo de conclusbes mais apuradas nesta questdo da ecotoxicidade no sentido de

protec&o dos ecossistemas aquaticos.

2.2.MICROALGAS

As microalgas sdo algas microscopicas, também chamadas micrdfitas.
Encontram-se na coluna de agua ou nos sedimentos, existindo espécies de agua doce

e espécies marinhas. As microalgas sao organismos unicelulares e, conforme a
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espécie, apresentam-se isolados, em colénias ou filamentos, proporcionando
dimensbes que podem variar de alguns micrometros (um) para algumas centenas de
micrometros. Contrariamente as plantas, as microalgas ndo tém raizes, caules e
folhas. No entanto, a semelhanca das primeiras, as suas células sdo providas de
clorofila e assim sdo capazes de realizar a fotossintese (Zeitzschel, 1978; Thurman,
2001). S&o importantes para a vida na Terra, uma vez que produzem oxigénio ao
utilizar o didxido de carbono para o seu proprio crescimento, sdo, por iSso, organismos
autotréficos. Também sao significativas por constituirem a base de varias cadeias
alimentares do meio aquatico e assim fornecerem energia para os niveis tréficos
superiores (Thrush et al., 2006; Ramakrishnan et al., 2010). Assim, um efeito téxico
gue afete a base da estrutura vai provocar consequéncias nos niveis troficos seguintes
(Minagh et al., 2009).

2.2.1. PSEUDOKIRCHNERIELLA SUBCAPITATA

z

A microalga Pseudokirchneriella subcapitata é também conhecida pelas
denominacdes mais antigas Selenastrum capricornutum ou Raphidocelis subcapitata. Na
classificacdo filogenética, pertence a Divisao/Filo: Chlorophyta; Classe: Chlorophyceae;
Ordem: Sphaeropleales (CCAP, 2014). Esta microalga é altamente sensivel a
contaminacdo de ambientes aquaticos, e por esta razdo é recomendada, pela EPA
(United States Environmental Protection Agency) e OECD, como um organismo padrao
em testes de ecotoxicidade (Vannini et al., 2011).

Os testes de toxicidade, padronizados para cada espécie, constituem um modo de
projecdo dos perigos a que possam estar sujeitos 0s organismos hdo-alvo a uma
determinada substéncia ou conjunto de substancias. Conjuntamente com a avaliacdo da
presenca de um determinado composto, estes testes constituem a base para o
estabelecimento de critérios de qualidade da agua, com o objetivo de proteger a vida
aquatica da atividade antropogénica (Brooks et al., 2003a, 2003b). Assim sendo, e tendo
em consideragcdo que os critérios de qualidade da &gua ainda ndo contemplam os
psicofarmacos, tém sido realizados estudos no sentido de previsdo de risco ambiental.
Na Tabela 2.1 é apresentada uma revisdo de estudos realizados com alguns dos

psicofarmacos ja mencionados.
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Tabela 2.1: Exemplos de estudos realizados com P. subcapitata e psicofarmacos

Farmaco Ensaio Ponto final Resposta Referéncia
Inibicdo de
) ] (Brooks et al., 2003)
Fluoxetina crescimento, CEsp 24 pg/L
(Brooks et al., 2003a)
96 h
) Inibicdo de
Fluoxetina / ] Clyo 31,34 / 44,99 ug/L
) crescimento, (Johnson et al., 2007)
Sertralina Clso 4,57 /12,10 pg/L
96 h
) Inibicdo de CEsp 200/ 150 pg/L
Fluoxetina / ) .
) crescimento, CEx 120/ 100 pg/L (Minguez et al., 2014)
Sertralina
72 h CEyp 90/ 70 ug/L
Inibicdo de CEsp 140 ug/L
Sertralina crescimento, CENO 50 ug/L (Minagh et al., 2009)
72 h CEO 75 ug/L
Inibicdo de
) ) CENO > 100 000 pg/L .
Carbamazepina | crescimento, (Ferrari et al., 2003)
CEO > 100 000 pg/L
96 h
Inibicdo de ]
) ) (Ferrari et al., 2004)
Carbamazepina | crescimento, CEsp > 100 000 pg/L
96 h
Inibicdo de . .
) ) (Aguirre-Martinez et
Carbamazepina | crescimento, Clyo 161,2(+ 64,0) mg/L
al., 2014)
72e 96 h
Carbamazepina Inibicdo de Concentracédo de

Alteragbes nos

(numa mistura crescimento, clorofila (Vannini et al., 2011)
i cloroplastos
de 13 farmacos) 72 h aeb
Fluoxetina . 0,027 mg/L
) Inibicdo de .
Sertralina ] 0,043 mg/L (Christensen et al.,
) crescimento, CEsgo
Citalopram 48 h 1,6 mg/L 2007)
Paroxetina 0,14 mg/L
Transferéncia .
i i i 10,2 mg/g de (Vernouillet et al.,
Carbamazepina na cadeia Bioacumulacéo ]
. biomassa seca 2010)
rofica

CE - concentracdo efetiva, sendo CEsy, CEy e CEjq 0s efeitos observados em 50, 20 e 10 % dos organismos do teste,

respetivamente; Cl - concentragdo de inibigdo, Clso e Clyo, referem-se a inibicdo de crescimento em 50 e 10 % dos individuos

submetidos ao teste, respetivamente. CENO - concentracao de efeito ndo observado, a concentragcio mais elevada que ndo causa

inibicdo de crescimento; CEO - concentragdo de efeito observado, sendo esta a menor concentracdo que causa efeito nos

organismos do teste.
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Na selecdo de artigos que descrevem estudos com a microalga P. subcapitata e
psicofarmacos, a fluoxetina € um dos antidepressivos mais utilizados pelo homem,
consequentemente aparece num maior nimero de estudos, uma vez que foi dos
primeiros ISRS a ser desenvolvido e continua a ser comercializado (Wong, Bymaster e
Engleman, 1995). Outra provavel razdo esta ligada as propriedades antibacterianas que
0s ISRS mostram, sendo potencialmente mais téxicos do que 0S seus antecessores,
situacdo registada também com a sertralina e a paroxetina (Munoz-Bellido, Munoz-
Criado e Garcia-Rodriguez, 2000). Segundo Brooks et al. (2003a), nos Estados Unidos
da América (EUA), uma concentracao estimada de 0,012 pg/L de fluoxetina foi detetada
nas aguas superficiais, sendo que a concentracao nos efluentes pode atingir 0,54 ug/L.
Os organismos selecionados para o estudo foram a microalga P. subcapitata, os
cladoceros Ceriodaphnia dubia e D. magna e o peixe Pimephales promelas.
Relativamente a microalga, os ensaios realizados foram de inibicdo de crescimento (96
h). Foi obtido um CEs de 24 ug/L (Brooks et al., 2003a, 2003b) e um CEO de 13,6 ug/L
(Brooks et al., 2003a). Os efeitos adversos observados sao relativos a concentracdes
mais elevadas do que aquelas detetadas nos efluentes, no entanto, ndo deixam de ser
preocupantes, ja que os farmacos estdo continuamente a ser descarregados no
ambiente.

O estudo realizado por Johnson et al. (2007), com os farmacos fluoxetina e
sertralina, concluiu que a sertralina é ainda mais téxica para a alga do que a fluoxetina.
No teste de inibicdo de crescimento, referido como o pior caso, com um ponto final
referido como concentracao de inibicdo (Cl), Clo/96 h de 4,6 ug/L enquanto que para o
mesmo ponto final para a fluoxetina, o resultado foi de 31,3 ug/L. Os resultados para
Clso foram no mesmo sentido, isto €, piores para a sertralina do que para a fluoxetina,
com valores de 12,10 e 44,99 ug/L, respetivamente.

Num estudo mais recente com sertralina, um conjunto de ensaios com organismos
de varios niveis troficos registou resultados comparativos para a sensibilidade entre P.
subcapitata, D. magna, Vibrio fischeri, Thammocephalus platyurus e Oncorhynchus
mykiss (Minagh et al., 2009). Apenas a D. magna revelou maior sensibilidade do que a
alga P. subcapitata. Nos ensaios de mortalidade e reproducdo, a 21 dias com o
microcrustaceo, os valores de CEs foram 0,066 mg/L e 0,12 mg/L, respetivamente. Ja o
CEsp obtido para a alga num teste de inibicdo de crescimento/72 h, foi de 0,14 mg/L.

Numa comparacdo entre bioensaios com sete organismos, marinhos e de agua

doce, e trés farmacos, fluoxetina, sertralina e clomipramina, a P. subcapitada foi
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classificada como particularmente sensivel (Minguez et al.,, 2014), tendo sido
estabelecida uma escala, do mais ao menos sensivel, na seguinte ordem: S. marinoi, C.
gigas, P. subcapitata, D. magna, H. tuberculata, Hidra atenuata e A. salina. No ensaio de
inibicdo de crescimento da P. subcapitata, 72 h de exposicdo, a sertalina apresenta a
toxicidade mais baixa (CEsp =150 ug/L). Considerando o organismo mais sensivel, a
alga S. marinoi, para o mesmo ponto final a CEsy foi de 4,70 pg/L, referente a
clomipramina. Com a A. salina, o organismo menos sensivel, o ensaio realizado foi de
imobilizag&o, 48 h e apresentou uma CEs, maior do que 100 mg/L, também referente a
exposicao a clomipramina.

A carbamazepina também foi alvo de estudos, sendo avaliado o impacto ambiental
em seis organismos de diferentes niveis tréficos, incluindo a alga P. subcapitata. Para o
ponto final inibicdo de crescimento da alga, foram avaliados CEso e CENO, ambos com
resultados acima de 10000 pg/L, ndo sendo registado como o organismo mais sensivel
(Ferrari et al., 2004). Além disso, foram monitorizadas sete ETARs em Franca, Grécia,
Italia e Suécia, e a concentragdo de carbamazepina no efluente tratado variava entre
0,30 e 1,20 pg/L. Com a obtencéo destes dados e considerando a continua utilizacéo do
farmaco, bem como as taxas de remocao, foi calculada a estimativa de risco, através da
razao entre a concentracdo previsivel de exposicdo (PEC) e a concentracdo previsivel
de efeito ndo-observado para o menor valor registado (PNEC). Para a carbamazepina, a
razdo PEC/PNEC alcancou um valor de 47 para o pior cendrio possivel, muito superior a
1, valor considerado como suspeita de risco, de acordo com a Diretiva 93/67/CEE. Num
estudo complementar, Ferrari et al. (2004) sugere que a avaliacdo, no caso dos
farmacos, deve ser preferencialmente feita com base em testes de efeito crénico e ndo
agudo. Considerando a carbamazepina, a justificacdo para esta escolha resulta da
persisténcia no ambiente e possivel bioacumulagdo. No entanto, a legislacdo atualizada
pelo Regulamento (CE) n° 1907/2006 ainda permite a escolha entre os testes de efeito
crénico ou agudo.

Uma outra critica acerca do sistema de avaliagdo de risco ambiental, publicada
por Aguirre-Martinez et al. (2014), refere que os testes de inibicdo de crescimento com
microalgas ndo sao suficientemente sensiveis para detetar o efeito dos farmacos porque
0 modo de acdo dos mesmos estd previsto para atuagdo no ser humano. Na
investigacdo realizada consideraram as larvas como organismos mais sensiveis, uma
vez gue, ao perderem a membrana protetora estdo totalmente expostos as substancias

toxicas. Por outro lado, as microalgas sdo amplamente utilizadas em testes de
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ecotoxicidade e recomendadas em varias normas de ensaios e estatutos. Para além
disso, fazem parte do primeiro nivel tréfico e sdo organismos produtores de oxigénio,
importantes caracteristicas para a ponderacao da utilizacao deste tipo de organismo nos
testes de ecotoxicidade, bem como fazem parte de avaliagbes de risco ambiental,
apesar de mostrarem menor sensibilidade do que outros organismos.

No sentido de reproduzir as condi¢cdes encontradas no ambiente aquatico, foi
preparada uma mistura de 13 farmacos, incluindo a carbamazepina (Pomati et al., 2006).
Esta mistura foi utilizada num estudo com a alga P. subcapitata, tendo como objetivo a
avaliacdo de efeitos toxicos. Além da inibigdo de crescimento, também foi monitorizado o
contetdo de pigmentos, clorofila a, clorofila b e carotenoides por espectrofotometria
(Vannini et al., 2011). Quanto a inibicdo de crescimento, ndo foi identificada uma
alteracao significativa das células expostas a mistura, em comparagcédo com a amostra de
controlo. No entanto, foi observado um aumento da concentracdo de clorofila b. Os
resultados mostram que a auséncia de alteracdo no crescimento ndo € suficiente para
excluir outros efeitos fisiol6gicos em organismos néao-alvo.

Para realizar uma comparacdo entre compostos, Christensen et al. (2007)
relacionaram os farmacos numa classificacdo de toxicidade crescente: citalopram,
paroxetina, sertralina e fluoxetina. Para tal, foram realizados ensaios de inibicdo de
crescimento, 48 h, com a microalga P. subcapitata. As respostas para CEsy variaram
entre 0,027 e 1,6 mg/L. Os autores referem que estes farmacos deveriam ser
classificados como toxicos para o ambiente.

Um estudo de biomagnificacdo para avaliar a bioacumulacdo através da cadeia
trofica foi realizado em organismos aquaticos com carbamazepina e incluiu a alga P.
subcapitata (Vernouillet et al., 2010). Constatou-se uma concentracdo de farmaco de
10,2 mg/mg de biomassa seca apds uma exposicdo de 24 h da alga a uma solugéo de
carbamazepina de 150 mg/L. O fator de bioacumulagdo apd6s 24 h de exposicédo
(FBA.4,), considerado como a razéo entre a concentracdo do farmaco nas células e a
concentracdo do mesmo na solugdo inicial, foi calculado em 2,2. Na sequéncia da
cadeia tréfica, a alga contaminada serviu de alimento para o crustdiceo Thamnocephalus
platyurus durante 24 h. Por sua vez, este serviu de alimento para a Hydra attenuata
durante 6 h. A acumulagéo de farmaco foi mais elevada no T. platyurus, apresentando
um FBA.4, de 12,6. Ja na H. attenuata, foram encontradas apenas quantidades residuais

de carbamazepina. Isto pode indicar que a absorcdo foi fraca ou que existe um
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metabolismo de desintoxicacdo. O trabalho revelou a necessidade de mais
investigacdes para verificagao de efeitos de longo prazo a exposi¢do ao farmaco.

Apos a analise dos estudos mencionados, foi possivel verificar que a comunidade
cientifica estd de acordo que os efeitos adversos nos organismos nao-alvo sao uma
realidade e que os psicofarmacos tendem a ser perigosos para o ambiente. Apesar das
concentragcdes determinadas no ambiente estarem situadas abaixo dos valores
considerados prejudiciais, a verdade é que o consumo se mostra cada vez mais
alargado, estando estes compostos a ser continuamente introduzidos no ambiente.
Portanto, e uma vez que estes compostos ndo podem ser banidos da utilizacdo pelas
pessoas que deles necessitem, a estratégia mais adequada ser4 a de melhoria das

técnicas de remocao dos mesmos.

2.3. NOVOS MATERIAIS PARA A REMOCAO DE PSICOFARMACOS DAS AGUAS RESIDUAIS

As evidéncias relatadas de que o0s psicofarmacos estdo presentes em
guantidades residuais nas aguas superficiais, mostram a necessidade, e talvez urgéncia,
em aumentar a investigacdo na area do tratamento deste tipo de compostos. Os
sistemas convencionais de tratamento de &guas residuais ndo dao a resposta
necessaria, assim sendo, ha necessidade de desenvolver processos de tratamento
eficientes, sustentaveis e, se possivel, econémicos.

Na ultima década do século XX observou-se um crescimento alucinante na area
da nanotecnologia e espera-se que possa vir a contribuir para o tratamento de aguas
contaminadas por farmacos. As particulas da ordem de alguns nanémetros podem ter
propriedades diferenciadas daquelas observadas em escala macroscépica (Zarbin e
Oliveira, 2013). A reducdo do tamanho das particulas a dimensdes nanométricas
aumenta a area superficial do material, melhorando o tempo de resposta e a eficiéncia
em aplicagdes de interface sélido-liquido (Eder, 2010), como é o caso do tratamento de
aguas residuais.

O grafeno é uma estrutura sélida e lamelar de carbono, em camada Unica, em
gue cada atomo de carbono estd ligado a outros trés, numa espécie de favo de mel.
Esta estrutura revela excelentes caracteristicas para aplicagbes na éarea da
eletroquimica, aliada a uma elevada area superficial especifica e ainda com a
capacidade de funcionar como suporte para outras espécies de materiais. Entre outras

variadissimas aplicagfes, o grafeno € um material que pode ser utilizado em processos
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de tratamento de &guas, nomeadamente como fotocatalisador na decomposi¢cdo de
compostos organicos (Zarbin e Oliveira, 2013).

Os polioxometalatos (POMs) constituem uma classe de materiais inorgénicos
com excecionais funcionalidades e aplicacdes em diversos campos, por exemplo
catalise, sensores, bioquimica, materiais fotocromicos, entre outros (Luo e Yang, 2011).
Aglomerados volumosos de ides, com uma estrutura central tetraédrica de fosfato (POy),
rodeado de 12 oxoanibes de molibdénio formam uma estrutura fechada e séo
conhecidos por estrutura de Keggin (Cuentas-Gallegos et al., 2006). Os ides
fosfomolibdato (PMo;,) e posteriormente com substituicbes de um ou dois atomos de
molibdénio por vanadio (PMo;;V, PMo4oV,), outro metal de transicdo, podem apresentar-
se na forma de sais de tetrabutilaménio. Estes ibes revelam propriedades eletroquimicas
favoraveis para a aplicacdo em reacdes de oxidacdo-reducdo. Uma das suas
propriedades é a capacidade para sofrer reducdes multi-reversiveis de valéncia, levando
a formacéo de espécies de valéncia mista, ou seja, favoravel em termos de propriedades
eletrocataliticas (Fernandes e Freire, 2015), consistente com a necessidade ja referida
da oxidacdo dos compostos organicos. Os nanocompdésitos, baseados na imobilizacado
destes POMs em flocos de grafeno (POM@GF), sdo materiais ainda mais estaveis e
com melhores propriedades eletroquimicas que os POMs, além disso, a espectroscopia
de raios X revelou que os POM@GF sdo mais sensiveis a fotorreducdo. Também foram
avaliadas as propriedades eletrocataliticas na oxidacdo do acido ascorbico, sendo os
elétrodos de POMs e POM@GF usados na determinacdo deste acido (Fernandes e
Freire, 2015). Estas propriedades revelam-se essenciais para o processo de oxidacao
dos farmacos usando estes nanocompdsitos como fotocatalisadores. Assim revela-se
promissora a utilizacdo dos POMs e POM@GF em tratamentos de afinacdo para a
remocao de farmacos de aguas residuais.

Por outro lado, a utilizagdo em larga escala destes novos materiais no dominio do
tratamento da 4gua pode ter consequéncias no ambiente. Talvez por ser tdo recente
ainda ndo existe legislagdo especifica referente ao uso de nanomateriais. Por isso, e
numa perspetiva de seguranga ambiental, os novos materiais devem ser avaliados no
sentido de determinar a interacdo com organismos vivos, nomeadamente toxicidade
aguda e cronica, antes de serem produzidos para comercializagdo, conforme recomenda
0 Globally Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals (GHS) (UN,
2015).
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3. DESCRICAO EXPERIMENTAL

3.1.PRINCiPIO DO METODO DE ENSAIO

Os ensaios foram realizados de acordo com o teste de inibicdo para algas, que
se encontra descrito no Regulamento CE 440/2008 da Comissdo, de 30 de maio de
2008, que estabelece métodos de ensaio nos termos do Regulamento (CE) n°
1907/2006, do Parlamento Europeu e do Conselho, relativo ao registo, avaliagéo,
autorizacdo e restricdo de substancias quimicas. Adicionalmente, também serviu de
orientagdo o OECD, test n° 201 Guidelines for the Testing of Chemical, Freshwater Alga
and Cyanobacteria Growth Inhibition Test (OECD, 2011).

O principio do teste baseia-se na determinacdo do efeito no crescimento, ou na
inibicdo deste, numa cultura de alga exposta a uma dada substancia ou mistura de
substancias. A resposta, inibicdo de crescimento, é avaliada em fungéo da concentracao
do material de exposicdo comparativamente a uma cultura de controlo. A cultura deve
estar em fase de crescimento exponencial, sob condi¢cdes de fornecimento de nutrientes,
iluminacédo e temperatura ideais e num periodo de tempo suficiente para poder avaliar
os efeitos durante varias geracdes, sendo considerado um teste crénico. A duracédo dos
testes foi de 72 h.

3.2.SUBSTANCIAS DE TESTE
3.2.1. SUBSTANCIA DE REFERENCIA

Foi feito um ensaio prévio com uma substancia de referéncia, o dicromato de
potéssio, para demonstrar que, nas condi¢cdes do ensaio, a sensibilidade da espécie de
alga utilizada ndo se alterou significativamente. Ou seja, as culturas de controlo
apresentaram uma taxa de crescimento de acordo com os valores de referéncia
definidos pelo método. A sensibilidade da alga P. subcapitata foi verificada, sendo obtido
um valor para CEsg (0-72 h) de 0,51 mg/L, que se encontra dentro dos limites referidos
no Regulamento (CE) n° 440/2008 (0,20 — 0,75 mg/L). Os resultados do ensaio

encontram-se no Anexo A.
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3.2.2. CLORIDRATO DE VENLAFAXINA

O farmaco utilizado neste trabalho foi a venlafaxina, na forma de cloridrato de
venlafaxina (Cy7H2;NO, -HCI), com grau de pureza 99,9%, obtido de USP, reference
standard (EUA), com namero CAS 99300-78-4 (Sigma-Aldrich, 2016).

A substéncia apresenta massa molecular de 313,86 g/mol, sendo francamente
solavel em agua, 572 mg/mL (a 25 °C) (PubChem, 2016b). Apresenta um coeficiente de
particdo n-octanol/agua de 2,74, demonstrando afinidade pela fase orgénica. Na figura
3.1 esta ilustrada a estrutura quimica da venlafaxina.

Uma solugdo mae de venlafaxina foi preparada dissolvendo o farmaco
diretamente em meio de cultura. Posteriormente foi utilizada na preparacdo das
diferentes concentragcdes utilizadas no ensaio. Esta técnica foi utilizada para que o meio
de cultura nao ficasse diluido e os nutrientes se encontrassem na concentracao correta
nas culturas de ensaio. O farmaco revelou-se quimicamente estavel nas condi¢cdes do
teste, sem alteracdo significativa das concentracdes em solucdo nos ensaios em branco

desenvolvidos paralelamente ao teste de ecotoxicidade.

Figura 3.1: Estrutura quimica da venlafaxina (Pubchem, 2016b)
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3.2.3. NANOMATERIAIS EM FASE DE TESTES PARA FUTURA UTILIZACAO NO

TRATAMENTO DE EFLUENTES

O grafeno, os POMs, (PMo4,V,, PMo,;V, PMo;,) utilizados na forma de sais de
tetrabutilaménio, bem como os compoésitos imobilizados em flocos de grafeno
(PMoyoV.@GF, PMo;,;V@GF, PMo,,@GF) foram cedidos pela Professora Doutora Ana
Cristina Freire, investigadora do REQUIMTE, Departamento de Quimica e Bioquimica da
Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto. Os POMs imobilizados em flocos de
grafeno foram preparados pela Doutora Diana Fernandes, no ambito do seu projeto de
pos-doutoramento, financiado pela Fundagédo para Ciéncia e Tecnologia (FCT), com
referéncia SFRH/BPD/111264/2015, que, tal como o presente trabalho, esta inserido no
projeto FCT-Austin FOTOCATGRAF, com referéncia UTAP-ICDT/CTM-NAN/0025/2014.

Estes materiais revelaram-se praticamente insolUveis no meio de cultura, sendo
determinada a variacdo da condutividade no meio aquoso em que foram dispersos, que
sustenta esta hipotese.

Os materiais compositos hibridos (POM@GF) revelaram-se mais sensiveis a
fotorreducdo do que os POMs livres. De acordo com Fernandes e Freire (2015), ficou
comprovada a reprodutibilidade e estabilidade dos elétrodos preparados, bem como as
vantagens em termos das suas caracteristicas eletroquimicas. Uma vez que as
propriedades estruturais mantém-se e as propriedades eletroquimicas mostram-se
reforcadas, estes novos materiais apresentam potencial para serem usados na oxidacao

dos farmacos.

3.3.ORGANISMOS DE ENSAIO

A cultura da alga P. subcapitata, estirpe 278/4, (figura 3.2) foi originalmente obtida
através do Culture Centre of Algae and Protozoa (Reino Unido). Procedeu-se a
transferéncia da microalga para matrazes de vidro com rolha estéril de algodao cardado
e gaze e protegidos com folha de aluminio, de modo a permitir trocas gasosas e evitar
contaminagfes com outros microrganismos. A figura 3.3 ilustra os matrazes com as
culturas. As culturas de alga de reserva foram mantidas em meio de cultura, que sera

descrito na secc¢éo 3.4.
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Figura 3.2: P. subcapitata

Figura 3.3: Culturas de P. subcapitata

3.4.CONDICOES FISICAS DOS ENSAIOS

A temperatura foi controlada para 22 °C, com variacdo de + 2°C, recorrendo a um
aparelho de ar condicionado (Sanyo, 105ASP01). Durante o decorrer de todo o trabalho
foram feitas verificacGes perioddicas da temperatura da sala onde decorriam os ensaios
com um termoémetro quimico (Nahita, -10/110 °C) posicionado proximo das culturas de
algas. A intensidade luminosa necessaria foi proporcionada por quatro lampadas
fluorescentes geradoras de luz branca universal (Osram, L36W/865) a uma distancia de

0,35 m das culturas de algas.

3.5.MEIO DE CULTURA

As culturas de algas desenvolveram-se em meio de cultura capaz de
proporcionar substrato e promover 0 seu crescimento. O meio de cultura foi preparado
conforme as orientagcdes do Regulamento jA& mencionado anteriormente. Foram
preparadas quatro solu¢des de reserva, contendo macro e micronutrientes. A solugdo
namero um era constituida pelos seguintes macronutrientes: 1,5 g/L de cloreto de
amonio, NH,Cl (Merck); 1,2 g/L de cloreto de magnésio hexahidratado, MgCl,.6H,O
(Riedel-de-Haen); 1,8 g/L de cloreto de calcio dihidratado, CaCl,.2H,0 (Merck); 1,5 g/L
de sulfato de magnésio heptahidratado, MgSO,.7H,O (Merck); e 0,16 g/L de
dihidrogenofosfato de potassio, KH,PO, (Alfa Aesar). A solu¢gdo niumero 2 era composta
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por 80 mg/L de cloreto férrico hexahidratado, FeCl;.6H,O (Sigma) e 100 mg/L de
etilenodiaminotetracetato dissodico dihidratado, Na,EDTA.2H,O (Fluka). A solugéo
namero trés incluia os seguintes micronutrientes: 185 mg/L de acido bdrico, H;BO;
(VWR); 415 mg/L de cloreto de manganésio tetrahidratado, MnCl,.4H,0 (Fluka); 3 mg/L
de cloreto de zinco, ZnCl, (Merck); 1,5 mg/L de cloreto de cobalto hexahidratado,
CoCl,.6H,0 (Sigma Aldrich); 0,01 mg/L de cloreto de cobre dihidratado, CuCl,.2H,0O (M
& B); e 7 mg/L de molibdato de sédio dihidratado, Na,M00O,.2H,O (Merck). Por fim, a
solucdo de reserva numero quatro foi preparada com 50 g/L de hidrogenocarbonato de
sédio, NaHCO; (Riedel-de-Haen). A concentracéo desejada do meio de cultura foi obtida
por diluicdo das solucbes de reserva, conforme mostra a tabela 3.1.

Todas as substancias utilizadas na prepara¢do do meio de cultura eram de grau
de pureza elevado, minimo de 95 % para o sulfato de magnésio, 98 % para o cloreto de
cobre hexahidratado e as restantes de 99 %.

A agua utilizada na preparacdo destas solucdes foi tratada no desionizador
Millipore, modelo Helix 3 (Franga), para proporcionar uma condutividade inferior a 5
uScm™.

De modo a assegurar condicdes assépticas, as solu¢cdes nimero um, dois e trés
foram esterilizadas em autoclave (AJC, modelo uniclave 88, Portugal), a 121 °C, durante
20 min. A solugcdo numero quatro foi filtrada num filtro de membrana estéril de celulose
de 0,45 uym de didmetro de poro (GN-6 metricel®, PALL Gelman, EUA), de forma a
evitar a precipitacdo do hidrogenocarbonato de sédio devido a temperatura elevada na
autoclave. As solucbes de reserva foram guardadas em frigorifico, ao abrigo da luz e
com temperatura de 4 °C. Todos os restantes materiais utilizados que entraram em
contacto com as culturas de alga, bem como a 4gua para as diluicbes, também foram
esterilizados em autoclave. Toda a preparacdo do meio de cultura, das culturas de
reserva e das solugbes de ensaio foram realizadas dentro de uma camara de fluxo
laminar (Faster, modelo two 30, Italia) para evitar contaminagbes com outros

microrganismos.
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Tabela 3.1: Concentracéo de nutrientes (adaptado do Regulamento CE 440/2008)

Componente Concentracao na solucéo Concentracdo no meio
de reserva de cultura

Solugdon® 1

NH,CI 1,5 g/L 15 mg/L

MgCl,.6H,0O 1,2 g/L 12 mg/L

CaCl,.2H,0 1,8 g/L 18 mg/L

MgS0,.7H,0 1,5 g/L 15 mg/L

KH; PO, 0,16 g/L 1,6 mg/L

Solugdo n® 2

FeCl;.6H,0O 80 mg/L 0,08 mg/L

Na,EDTA.2H,0 100 mg/L 0,1 mg/L

Solucdo n® 3

Hs;BO4 185mg/L 0,185 mg/L

MnCl,.4H,0 415 mg/L 0,415 mg/L

ZnCl, 3 mg/L 3x10° mg/L

CoCl,.6H,0 1,5 mg/L 1,5 x 10 mg/L

CuClI2.2H,0 0,01 mg/L 10° mg/L

Solucdo n° 4

Na,M00,.2H,0 7 mg/L 7 x 10° mg/L

Solugéo n° 4

NaHCO; 50 g/L 50 mg/L
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3.6. PROCEDIMENTO DE ENSAIO

A substancia de ensaio foi introduzida em matrazes de 250 mL e
dissolvida/dispersa em meio de cultura de modo a formar uma série geométrica de
concentracdes com razdo aproximada de 2 entre as mesmas, ndo sendo maior do que
2,2. A seguir, foi introduzido o meio de cultura e, por fim, um volume de alga suficiente, e
igual em todos os matrazes, obtendo-se uma densidade celular aproximada de 10*
células/mL e um volume final de 50 mL. Para cada concentracdo testada foram feitas
trés repeticdes, o ensaio também inclui trés réplicas de controlos, isto €, sem substancia
de ensaio, e ensaios em branco para cada concentracdo da substancia (em meio de
cultura), ou seja, sem alga. Os matrazes foram incubados com rolha estéril de algod&do
cardado e gaze e protegidos com folha de aluminio, para evitar contaminacdes e permitir
trocas gasosas. Sob as condi¢cOes de temperatura e intensidade luminosa indicadas no
Regulamento (CE) 440/2008, os ensaios decorreram durante 72 h. A agitacdo das
microalgas nos ensaios da venlafaxina foi realizada manualmente, duas vezes por dia,
(EPA, 2002). Nos ensaios com 0s nanomateriais, como as substancias ndo sédo solluveis
no meio de cultura, a agitacéo foi assegurada por um agitador orbital Bunsen AO-400, a
uma velocidade de 100 ciclos por minuto.

No inicio do ensaio foram retiradas amostras de todos os matrazes para efetuar
as medicdes de fluorescéncia, absorvancia e pH das amostras com alga. Nas amostras
de controlo de POMs também foi determinada a condutividade de cada concentracdo
com a finalidade de avaliar alteracdo da condutividade de solu¢do devido a possivel
dissolucdo de alguns destes materiais. O controlo da concentracdo de venlafaxina foi
feito por analise cromatografica por HPLC-FLD, conforme descrito na seccdo 3.7.3. No
final do ensaio as mesmas determinacdes foram efetuadas em amostras de todos os
matrazes. Como critério de qualidade, a substancia de ensaio deve permanecer a mais
de 80 % do valor inicial de concentracao.

A determinacdo da variagdo do pH também é um critério de qualidade, néo
devendo ultrapassar 1,5 unidades nos controlos durante o ensaio para a validacdo dos
mesmos. A variagdo da condutividade foi a estratégia utilizada para comprovar a fraca
solubilidade dos POMs e que as condi¢des da exposi¢do ndo se alteraram.

O crescimento da biomassa das culturas foi avaliado a partir da determinacéo da
variagdo da absorvancia e da fluorescéncia, com medi¢Bes logo apds a inoculacéo e

passadas 72 h.
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3.7.CONTROLO ANALITICO
3.7.1. MEDICAO DE PH

A determinacé@o do pH, no inicio e final de cada ensaio, foi feita com elétrodo de
vidro combinado, ligado ao potenciometro Crison, micropH 2002 (Espanha).

3.7.2. MEDICAO DE CONDUTIVIDADE

A condutividade foi medida com um multiparameter analyser Consort C861
(Bélgica).

3.7.3. MEDICAO DA CONCENTRAGCAO DE VENLAFAXINA

A andlise cromatografica da venlafaxina foi efetuada num HPLC Prominance
Shimadzu LC (Shimadzu Corporation, Japao) equipado com uma bomba LC 20AB, um
desgasificador DGU-20A5, um injetor automatico SIL 20A, um forno para coluna CTO-
20AC e um detetor de fluorescéncia RF-10AXL. O software LCsolution (Shimadzu
Corporation, Japao) foi utilizado para controlar o sistema cromatografico e adquirir e
tratar os dados cromatograficos. A analise cromatogréfica foi realizada utilizando as
seguintes condicBes: coluna cromatogréfica Luna C18 (4,6 x 150 mm, tamanho de
particula 5 ym) (Phenomenex, EUA), temperatura da coluna de 35 °C, caudal de 1,0
mL/min e volume de injecdo de 20 pL. Como fase mével foi utilizada agua ultra-pura,
acidificada com 0,1 % de acido férmico como eluente A, e acetonitrilo como eluente B. O
tempo de corrida foi de 14 min, com eluicdo em gradiente, inicialmente com 10 % de
eluente B, atingindo 80 % aos 7 min, retornava as condic¢des iniciais até aos 10 min e
era feito o reequilibrio da coluna nas condic¢des iniciais até aos 14 min. A detecdo por
fluorescéncia foi realizada no comprimento de onda de excitacdo de 274 nm e no
comprimento de onda de emissdo de 610 nm, que € o par 6timo de emissdo/excitacdo

para a venlafaxina.

3.7.4. AVALIACAO DO CRESCIMENTO DA BIOMASSA

Na determinagé@o do crescimento da biomassa, a densidade celular, nimero de
células/mL, é a medida recomendada pelo Regulamento CE 440/2008. A contagem

direta de células num microscopio € uma tarefa muito morosa, considerando ainda o
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namero de réplicas e concentracdes de ensaio, torna-se impraticavel. No entanto outras
formas de quantificagdo podem ser usadas, concentracdo de biomassa, fluorescéncia,
densidade oOtica, desde que seja demonstrada a respetiva correlacdo (OECD, 2011).
Foram entdo feitas curvas de calibracdo relacionando a densidade celular com a
biomassa, a fluorescéncia da clorofila e a absorvancia a 750 nm, comprimento de onda
recomendado pela norma da EPA (2002) para a alga usada.

A contagem direta de células foi feita num microscopio Optico Leica DM500
(Alemanha), com o auxilio de uma cadmara de contagem modelo Neubauer improved,
Blaubrand® (Alemanha). A densidade celular foi relacionada com a absorvancia a 750
nm, medida num leitor de microplacas Biotek Synergy HT, com o software Gen5 verséo
2.0.18 (EUA). A relacgéo entre as duas medigdes originou uma curva de calibragdo com o
objetivo de considerar as medicdes da absorvancia em detrimento da contagem de
células, por ser um método mais agil.

A determinacgado do conteudo de clorofila in vivo por fluorescéncia € uma medida
recomendada pela EPA (2002) pela sua rapidez e sensibilidade. As medicGes da
fluorescéncia foram feitas com o mesmo leitor de microplacas e programa ja referidos. O
equipamento possui como fonte de excitagdo uma lampada de tungsténio-halogéneo,
para esta determinacéo foi usado como comprimento de onda de excitacdo 485 nm e a
emissdo foi detetada no comprimento de onda de 645 nm. As determinacbes da
fluorescéncia foram realizadas com um volume de suspenséo de 0,25 mL, em triplicado
de cada uma das réplicas do ensaio e ap6s 10 segundos de agitacdo para suspender as
microalgas.

Adicionalmente foram construidas as curvas de calibracdo que relacionam a
concentracdo da biomassa com a absorvancia e a concentracdo da biomassa com a
fluorescéncia. A determinacdo da biomassa das solucdes de alga foi realizada através
da filtracdo das solu¢des com filtros de microfibra de vidro 696, com retencdo de
particulas de 1,5 um (VWR european cat. N° 516-0875), utilizando uma bomba de vacuo
Dinko, D95 (Espanha). Os filtros foram secos em estufa, JP Selecta 2000208 (Espanha),
a 50 °C durante 3 h. Os filtros foram pesados em balanga semi-analitica Metler Toledo,

MS205DU (Suica) até estabilizagdo do peso.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.INTRODUCAO

Um dos objetivos do presente trabalho foi avaliar experimentalmente os efeitos
de quantidades residuais de psicofarmacos presentes na agua sobre o crescimento da
alga P. subcapitata, utilizando a venlafaxina como modelo. Por outro lado, os novos
nanomateriais que estdo a ser atualmente desenvolvidos para remoc¢do de farmacos,
nomeadamente de psicofarmacos, das aguas residuais, também podem ter efeitos
adversos no ambiente. Assim, numa perspetiva de seguranca ambiental, neste trabalho
pretendeu-se também fazer a avaliacdo dos efeitos destes materiais na microalga P.

subcapitata antes de serem efetivamente utilizados.

4.2. CURVAS DE CALIBRACAO

As medicbes de densidade celular constituem a forma preferencial para
determinacdo do crescimento das algas. No entanto, sdo admitidas alternativas, desde
gue se comprove que estdo bem correlacionados com a densidade celular (EPA, 2002;
OECD, 2011). Foram construidas as curvas de calibracdo que constatam as correlacbes
necessarias.

A figura 4.1 mostra a correlacdo entre a densidade celular e a absorvancia a 750
nm.
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Figura 4.1: Curva de calibragdo densidade celular x absorvancia a 750 nm

A figura 4.2 representa a curva de calibracdo Densidade Celular x Fluorescéncia.
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Figura 4.2: Curva de calibragcéo densidade celular x fluorescéncia
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A concentracdo da biomassa foi relacionada com a absorvancia a 750 nm

originando a curva de calibracdo representada na figura 4.3.
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Figura 4.3: Curva de calibragdo concentra¢é@o de biomassa x absorvancia

A concentracdo da biomassa foi relacionada com a fluorescéncia originando a

curva de calibracdo representada na figura 4.4.
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Figura 4.4: Curva de calibragdo concentracéo de biomassa x fluorescéncia
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4.3.CRITERIOS DE VALIDADE

Os critérios de validade exigidos no Regulamento CE 440/2008 dizem respeito a
variacao do pH, a taxa de crescimento, a concentragdo da substancia de ensaio ou, se
esta for pouco solivel, a outra medigdo que confirme a concentragdo de exposicao.
Estes parametros foram verificados em todos o0s ensaios.

A variacdo do pH nos controlos de cada ensaio deve ser inferior a 1,5 unidades. Em
todos os ensaios ficou comprovada esta condicdo. Os dados destas verificacbes
constam no Anexo B.

A densidade celular das culturas deve ser igual ou superior a 16, que corresponde a
uma taxa de crescimento especifico média (p) de 0,92 d*. Esta verificacdo encontra-se
no Anexo C.

A concentracdo da substancia de ensaio deve ser mantida a mais de 80 % do valor
inicial. A estabilidade do farmaco foi comprovada por analise cromatografica, sendo 0s
valores apresentados no Anexo D.

Os restantes materiais testados, grafeno, POMs e POM@GF, revelaram-se
fracamente solluveis no meio de ensaio. A condutividade elétrica num meio aquoso esta
relacionada com a concentracdo de sais dissolvidos. Se 0 meio de ensaio apresentar
pouca variacdo em relacdo a esta caracteristica, pode-se dizer que o material € pouco
sollvel. Ficou comprovada a baixa variacdo de condutividade, verificou-se mais
precisamente uma reducdo deste parametro, o que leva a concluir que os materiais ndo

sdo soluveis. Estes valores estdo apresentados no Anexo E.

4.4.CURVAS DE CRESCIMENTO, RELACAO CONCENTRAGAO/EFEITO E CALCULO DAS

CONCENTRAGOES EFETIVAS

O crescimento das culturas foi determinado a partir da fluorescéncia da clorofila
presente nas células. O aumento da fluorescéncia esta relacionado com o aumento da
densidade celular e biomassa, conforme demonstrado nas curvas de calibragdo. O
crescimento corresponde a variagdo da fluorescéncia entre o inicio e o fim do ensaio, ou
seja, fluorescéncia no fim do ensaio menos o valor no inicio do ensaio. Considerando
cada concentracdo testada, a inibicdo do crescimento pode ser calculada a partir do
crescimento médio das réplicas daquela concentragdo, comparado com 0 crescimento

médio das réplicas do controlo, como mostra a equacao 1.
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Inibicao %= —<—2F 100 (equacio 1)
AFc

Onde: AF; é a variacao da fluorescéncia média dos controlos e AF; é a variacdo da
fluorescéncia média para cada concentracao.

A reducdo da fluorescéncia também foi determinada para cada série de
concentracdes testadas, sendo a razdo entre a fluorescéncia média de cada
concentracdo e a fluorescéncia média do controlo. O calculo foi feito conforme a
equacao 2.

AFi

Reducéo da fluorescéncia % = A_Fc x 100 (equacgéo 2)

A escolha do parametro fluorescéncia para a determinacdo da inibicdo do
crescimento passa nao so6 pela recomendacéo da EPA (2002) como também pela menor
interferéncia dos materiais testados nas medicbes realizadas no leitor de microplacas.
Estes materiais, com excecdo do farmaco, sdo corados. Os POMs apresentam
tonalidades que vao do amarelo ao laranja, o grafeno é cinzento-escuro. Estas cores
provocam interferéncia nas medicbes da absorvancia, ndo sendo possivel obter
resultados confiaveis. Esta situacdo nao foi observada na medicao da fluorescéncia.

As curvas de crescimento foram tracadas com a razéo de reducéo da fluorescéncia
versus a concentracao testada. Isto é, o crescimento dos controlos corresponde a 100
%, uma vez que nado tem agente inibidor. Para cada concentracdo testada o crescimento
sera progressivamente menor devido a acdo do agente inibidor se a toxicidade do
composto se manifestar por inibicdo do crescimento, caso contrario ocorre uma
potenciacéo.

Seguindo o procedimento sugerido pela norma 201 da OECD (2011) as CE foram
estimadas para 50, 20 e 10 % de inibicdo, a partir da linha de regressdo da
representacdo grafica da inibicdo de crescimento versus logaritmo da concentracéo
testada. As curvas foram tragcadas com folha de célculo Microsoft® Excel 2010, sendo

disponibilizada a equacao de regresséao utilizada para o calculo da CE.
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4.5.RESULTADOS DOS TESTES DE INIBICAO DE CRESCIMENTO

Os compostos mencionados em 3.2 foram utilizados nos testes de inibicdo de
crescimento. As taxas de inibi¢cdo de crescimento, bem como a reducéo da fluorescéncia

in vivo sdo apresentadas a seguir.

4.5.1. VENLAFAXINA

Os resultados das concentragbes determinadas experimentalmente (C), o logaritmo
das mesmas (log C), a variacdo da fluorescéncia (AF), a percentagem de reducéo (F %)
e a inibicdo de crescimento (I %), obtidos nos testes realizados com a venlafaxina sdo
apresentados na tabela 4.1 As figuras 4.5 e 4.6 ilustram a reducéo da fluorescéncia e a

inibicdo do crescimento das culturas de alga expostas a venlafaxina.

Tabela 4.1: Resultados obtidos nos ensaios realizados com a venlafaxina

C (mg/L) log C AF F % I (%)
0 1452 100 0
0,23 -0,631 1525 97,3 2,7
0,44 -0,362 1478 94,3 57
0,81 -0,090 1420 90,6 9,4
1,65 0,217 1302 89,7 10,3
3,31 0,520 1194 82,2 17,8
6,95 0,842 1056 72,7 27,3
9,57 0,981 927 63,8 36,2
12,84 1,109 558 38,4 61,6
48,45 1,685 652 31,1 68,9
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Figura 4.6: Inibicdo de crescimento em fungdo do logaritmo da concentracdo de venlafaxina

Para o céalculo das estimativas dos parametros ecotoxicolégicos foram feitos
outros dois gréficos, tendo em conta um melhor ajuste da regressao linear. Os gréficos
encontram-se no Anexo F, onde a figura F.1 mostra o ajuste para o célculo de CEs, € a

figura F.2 mostra o ajuste para estimativa do CE, e do CE;o.
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4.5.2. GRAFENO

Os resultados obtidos no ensaio com as varias concentragbes de grafeno (C), o
respetivo logaritmo (log C), a variagédo da fluorescéncia (AF), a percentagem de redugao
(F %) e a inibicdo de crescimento (I %), obtidos nos testes realizados com o grafeno s&o
apresentados na tabela 4.2. A figura 4.7 ilustra a reducéo da fluorescéncia e a figura 4.8
ilustra a inibicdo do crescimento das culturas de alga expostas ao grafeno. Para o
calculo do CEs, através de regressdo linear foram utilizados menos pontos
experimentais, tendo sido excluido aquele em que se identifica potenciacdo no

crescimento, como se mostra na figura F.3 do Anexo F.

Tabela 4.2: Resultados obtidos nos ensaios realizados com o grafeno

C (mg/L) log C AF F % I (%)
0,0 1917 100 0
161,3 2,208 2406 125,5 -25,5
201,8 2,305 1381 87,8 12,2
241,3 2,383 1045 54,5 45,5
321,3 2,507 461 24,0 76,0
402,4 2,605 355 22,6 77,4
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Figura 4.7: Reducéo da fluorescéncia em fungdo da concentracéo de grafeno
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4.5.3. PM0O1gV2

Os resultados obtidos nos ensaios realizados com o PMO,V, estdo apresentados na

tabela 4.3. A figura 4.9 ilustra a reducdo da fluorescéncia e a figura 4.10 mostra a

inibicdo de crescimento em funcdo da concentracdo de PMOyV, A equacdo de

regressao linear apresentada na figura 4.12 foi utilizada para a estimativa dos

parametros ecotoxicolégicos CE1p, CE2 € CExo.

Tabela 4.3: Resultados obtidos nos ensaios realizados com o0 PMo1oV2

C (mg/L) log C AF F % | (%)
0 1270 100 0
2,1 0,315 1133 96,3 3,7
4,6 0,663 931 73,3 26,7
6,3 0,802 873 68,7 31,3
9,4 0,973 678 53,4 46,6
13,2 1,122 508 40,0 60,0
18,4 1,264 360 28,3 71,7
36,2 1,559 126 5,8 94,2
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4.5.4. PM011V

Os resultados obtidos nos ensaios realizados com o PMO,,V estdo apresentados
na tabela 4.4. As figuras 4.11 e 4.12 mostram, respetivamente, a redugcdo da
fluorescéncia e a inibicdo de crescimento em fungédo da concentragdo de PMO.,V. Para
o0 célculo do CEso através de regressdo linear foram utilizados menos pontos
experimentais, tendo sido excluidos aqueles em que se identificou maior inibicdo no

crescimento, como se mostra na figura F.4 do Anexo F.

Tabela 4.4: Resultados obtidos nos ensaios realizados com o PMo31V

C (mg/L) log C AF F % I (%)
0,0 1312 100 0
10,8 1,033 1248 95,1 4,9
21,3 1,328 1009 76,9 23,1
41,1 1,613 806 61,4 38,6
61,1 1,786 591 45,0 55,0
81,2 1,910 556 42,4 57,6
160,3 2,205 430 24,9 69,6
320,7 2,506 463 32,8 67,2
641,0 2,807 348 24,6 75,4
100
80
60 =

= Fluorescéncia %
40

Reducgdo da Fluorescéncia %

20

0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0

Concentragdo mg/L

Figura 4.11: Reducao da fluorescéncia em funcao da concentragcdo de PMo11V
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Figura 4.12: Inibicdo de crescimento em funcao do logaritmo da concentracdo de PMo1;:V

4.5.5. PM0O12

Os resultados obtidos nos ensaios realizados com o PMO;, estdo apresentados na
tabela 4.5. A figura 4.13 ilustra a reducdo da fluorescéncia e a figura 4.14 mostra a
inibicdo de crescimento em funcéo da concentracdo de PMO;, A equacdo de regressao
linear apresentada na figura 4.14 foi utilizada para a estimativa dos parametros de
ecotoxicidade CEp, CE5o e CExsp.

Tabela 4.5: Resultados obtidos nos ensaios realizados com o PMo12

C (mg/L) log C AF F % | (%)
0 1730 100 0
20,7 1,315 1385 99,2 0,8
43,3 1,637 934 79,5 20,5
80,1 1,903 950 54,9 45,1
161,4 2,208 754 43,6 56,4
240,5 2,381 469 27,1 72,9
320,7 2,506 399 23,1 76,9
400,8 2,603 120 6,9 93,1
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Figura 4.13: Reducéo da fluorescéncia em funcdo da concentragdo de PMo1»

100

90

80

70

60

50

40

30

Inibigdo de crescimento

20

10

3,00

4 93,1
¥ 76,9
72,9
v =67,877%- 88,882
R2=0,9855 ¥ 56,4
® w52
4{@
,4
T g T T T T T T T 1
1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00 2,20 2,40 2,60 2,80
Log C

Figura 4.14: Inibicdo de crescimento em funcao do logaritmo da concentracdo de PMo12

4.5.6. PM0O1oV@GF

Os resultados obtidos nos ensaios realizados com o PMO,,V.@GF estao

apresentados na tabela 4.6. As figuras 4.15 e 4.16 ilustram a reducé&o da fluorescéncia e
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a inibicdo de crescimento em funcdo da concentragdo de PMO,V,@GF,
respetivamente. A figura 4.16 mostra a equacdo de regressdo linear que foi utilizada
para a estimativa dos parametros ecotoxicologicos CE;q, CE» € CExso.

Tabela 4.6: Resultados obtidos nos testes do PMo1oV.-@GF

C (mg/L) log C AF F % I (%)
0 1674 100 0
1,5 0,176 1201 102,1 -2,1
3,1 0,491 1564 71,5 28,5
6,2 0,792 919 54,9 45,1
12,2 1,088 416 24,9 75,1
20,0 1,302 219 13,1 86,9
30,4 1,482 164 9,8 90,2
40,3 1,605 90 54 94,6
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o 40
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Figura 4.15: Reducao da fluorescéncia em funcdo da concentragcdo de PMO1oV.-@GF
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Figura 4.16: Inibic&o de crescimento em funcdo do logaritmo da concentracdo de PMO1oV.@GF

4.5.7. PM01:V@GF

Os resultados obtidos nos ensaios

realizados com o PMO;V@GF estao

apresentados na tabela 4.7. As figuras 4.17 e 4.18 ilustram a reducéo da fluorescéncia e

a inibicdo de crescimento em fun¢do da concentracdo de PMO.;V@GF, respetivamente.

A equacdo de regressao linear mostrada na figura 4.18 foi utilizada para a estimativa

dos parametros de ecotoxicidade CE1, CE5 € CExo.

Tabela 4.7: Resultados obtidos nos testes do PMo1:V@GF

C (mg/L) log C AF F % | (%)
0 1210 100 0
10,2 1,009 1203 86,2 13,8
21,3 1,329 824 68,1 31,9
41,3 1,616 634 52,4 47,6
81,3 1,910 444 36,7 63,3
160,7 2,206 304 25,1 74,9
240,7 2,381 202 16,7 83,3
401,3 2,603 185 13,3 86,7
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Figura 4.17: Redugéo da fluorescéncia em funcdo da concentragdo de PMO1;V@GF
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4.5.8. PM01,@GF~

Os resultados obtidos nos ensaios realizados com o PMO,,@GF estdo
apresentados na tabela 4.8. As figuras 4.19 e 4.20 ilustram a reducéo da fluorescéncia e
a inibicdo de crescimento em funcdo da concentracdo de PMo,,@GF, respetivamente. A
equacdo de regressdo linear que se apresenta na figura 4.20 foi utilizada para a
estimativa dos parametros de ecotoxicidade CE;o, CE» € CEsy.

Tabela 4.8: Resultados obtidos nos testes do PMo1.@GF

C (mg/L) log C AF F% | (%)
0 1433 100 0
41,5 1,618 1850 88,9 11,1
80,0 1,903 1172 81,8 18,2
160,0 2,204 485 33,8 66,2
320,0 2,505 290 20,2 79,8
480,0 2,681 159 11,1 88,9
640,8 2,807 52 2,5 97,5
100
80 =

60
= Fluorescéncia %

40

Reducdo da Fluorescéncia %

20 -

0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0

Concentragdo mg/L

Figura 4.19: Reducao da fluorescéncia em funcdo da concentragcdo de PMO1,@GF
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Figura 4.20: Inibig&o de crescimento em funcdo do logaritmo da concentragdo de PMO1,@GF

4.6. ANALISE DE RESULTADOS

Os resultados dos testes de ecotoxicidade conduziram ao calculo das
concentracoes efetivas CEsp, CE» € CE1. Apesar de néo terem sido obtidos resultados
de inibicdo abaixo de 10 % para o grafeno, PMo;V@GF e PMo,,@GF, foram estimadas
as CEjo por uma extrapolacéo, visto que os resultados nédo ficam muito acima dos 10 %
de inibicdo. Da mesma forma, também foram apresentadas as estimativas para CEy €
CEy para o PMo1oV.@GF apesar de ndo se terem obtido, resultados abaixo de 20 %.

A validacdo dos resultados esta de acordo com o teste da OECD n° 201 (OECD,
2011), em que o coeficiente de variacao das taxas de crescimento médio das culturas de
controlo ndo deve exceder os 7%. Os calculos para esta validagdo estdo no Anexo C,
juntamente com os calculos da taxa de crescimento especifico média.

Na tabela 4.9 estdo apresentados os valores de CE;y, CEy e CEs, para todos os
materiais, permitindo uma viséo global dos resultados obtidos e a sua comparagéo.

Verifica-se que 0s materiais mais toxicos sdo aqueles cuja constituicdo apresenta
dois atomos de vanadio, PMo1gV, € PMo1,V.@GF. Também se pode observar que a
toxicidade vai sendo reduzida a medida que ha diminuicdo do numero de atomos desta
espécie no material. Ou seja, a toxicidade do PMo;, € menor do que a do PMo1;V, que

por sua vez € menor do que a do PMoizV.. Do mesmo modo que se verifica esta
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reducéo de toxicidade para os POMs imobilizados em grafeno. Por outro lado, observa-
se um aumento da toxicidade do PMo;,V, com a mesma espécie imobilizada em grafeno
e varia no mesmo sentido a comparacgdo da toxicidade do PMo;,V e o respetivo POM
imobilizado em grafeno. No entanto, na auséncia do atomo de vanadio, na comparacao
da toxicidade do PMo;, e o0 PMo;,@GF, observa-se uma diminuicdo da toxicidade. A
venlafaxina também apresenta niveis bastante elevados de toxicidade, sendo da mesma
ordem de grandeza daquela verificada para o PMo,oV, e para 0 PMoyV.@GF. O
grafeno € o material que apresenta a toxicidade mais baixa de todos os materiais

testados.

Tabela 4.9: Parametros ecotoxicoldgicos referentes aos materiais testados

Composto CEy (mg/L) CEy (mg/L) CEso (mg/L)
Venlafaxina 0,9 3,8 11,0
Grafeno 199,9! 213,8 261,6
PMo1oV> 3,0 4,0 9,9
PMo,,V 13,1 19,0 57,8
PMo;, 28,6 40,2 111,2
PMo1,V.@GF 2,0 2,7" 6,5
PMo.;V@GF 4,4 11,8 51,1
PMo,,@GF 434" 58,3 141,8

1 . ~ o . .
CE estimada apesar de ndo se observar o critério definido no método.

A classificagdo proposta pelo GHS considera o tipo de teste: toxicidade aguda ou
toxicidade crénica. Na classificagdo feita de acordo com testes cronicos, as substancias
prejudiciais para o ambiente podem ser divididas em quatro classes, sendo a categoria crénica
1, considerada a mais perigosa, e a 4, a menos perigosa. A classificacéo é feita conforme os
parametros CEsy, € CENO, sendo atribuido um grau de toxicidade a cada categoria. Os
materiais que apresentam um CEsq inferior a 1 mg/L pertencem a categoria 1 (elevada

toxicidade para os organismos aquéticos), se o valor for superior a 1 mg/L e inferior a 10 mg/L
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enquadram-se na categoria 2 (tbxico para os organismos aquaticos); a categoria 3 (prejudicial
para os organismos aquaticos) contempla valores de CEs, superiores a 10 mg/L e inferiores a
100 mg/L; e a categoria 4 (possiveis efeitos prejudiciais para 0os organismos aquaticos) inclui
substancias pouco sollveis e para as quais ndo tenham sido registados dados de toxicidade
aguda para niveis acima da solubilidade (UN, 2015). Considerando este estudo como uma
primeira abordagem e seguindo o algoritmo de deciséo l6gica proposto no GHS, na auséncia de
dados acerca da toxicidade crénica relativa aos outros niveis troficos (peixes e crustaceos), os
materiais PMo;oV, € PMo1oV.@GF ficam classificados na categoria 2; na categoria 3 podem ser
classificados a venlafaxina, PMo1;V e PMo;;V@GF; os restantes nanomateriais testados
enquadram-se na categoria 4. Para a venlafaxina tendo em conta ndo s6 o valor do CEsg, mas
também o valor do CEy, (0,9 mg/L), esta deveria ser enquadrada na categoria 2.

De acordo com estes dados, recomenda-se a sua comunicacdo nas etiguetas de
embalagem de comercializacdo, ou na ficha técnica de produto quimico, onde constem as
declaracdes de risco ambiental. Nas substancias classificadas na categoria 2, deve ser referido:
toxico para o ambiente aquatico. Nas substancias classificadas na categoria 3, deve ser referido
prejudicial para o ambiente aquatico.

Considerando os resultados obtidos neste estudo, em que o grafeno isolado se
apresenta como o material menos toxico, talvez a sintese de um nanomaterial em que o diéxido
de titanio fosse suportado em grafeno possa ser uma melhor alternativa do ponto de vista

ambiental (Tolasz et al., 2015).

4.7.0OUTROS EFEITOS OBSERVADOS

Nos matrazes em que foram observadas as inibicdes de crescimento mais elevadas, foi
realizada uma observacdo ao microscépio Nikon Eclipse Ti, com um aumento de 100 vezes. As
fotografias foram obtidas com o software NIS — Elements F 4.30.01. A figura 4.21 mostra uma
cultura de controlo, a figura 4.22 mostra a cultura de teste da venlafaxina com concentragéo
correspondente a maxima inibicdo de crescimento verificada, 48,45 mg/L. Pode-se observar
alteracdes na forma da célula na cultura exposta a venlafaxina. Nos restantes materiais
testados ndo se observam alteragdes na forma, como exemplo esté a figura 4.23, que ilustra a
cultura exposta ao PMo1oV.@GF na concentracdo de maxima inibicdo de crescimento, 40,3

mg/L, e que se revelou o material mais toxico em termos de inibigcdo de crescimento.
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Figura 4.21: Cultura de controlo

Figura 4.22: Cultura exposta a venlafaxina Figura 4.23: Cultura exposta ao PMo1oV-@GF

A mancha escura que aparece na figura 4.23 deve-se a um aglomerado do
nanomaterial.

Embora n&o sejam visiveis alteracdes nas microalgas provocadas pelos nanomateriais,
€ possivel que estes afetem a estrutura celular da alga, mas seriam necessarios outros ensaios

complementares com técnicas de microscopia Optica que permitissem uma maior ampliagdo
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para se avaliar melhor como o nanomaterial esta a afetar a microalga, nomeadamente, quais as
estruturas celulares da alga que estdo a ser afetadas.

No fim do ensaio, e apenas no caso do PMo;;V@GF, observou-se uma desagregacao
do material, ficando o POM separado do grafeno, como se pode observar na figura 4.24, onde
para comparacdo do aspeto final, também se apresenta uma imagem do PMo,,@GF (figura
4.25), o qual ndo sofreu qualquer alteragéo.

Figura 4.24: Suspensao de PMo1:V@GF apés o ensaio Figura 4.25: Suspensao de PMo1,@GF ap0s o ensaio
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHO FUTURO

Este trabalho teve como objetivos avaliar a toxicidade para a alga P. subcapitata
de psicofarmacos, utilizando a venlafaxina com exemplo, bem como avaliar a toxicidade
de novos nanomateriais compositos, os POM@GF, que foram desenvolvidos para a
remocao deste tipo de farmacos.

A toxicidade mais elevada corresponde ao PMo,oV.@GF, com valores de CEsg
de 6,5 mg/L e CEyp de 2,0 mg/L, indicativos de substancia tdxica para o ambiente
aguatico. A venlafaxina, que apresentou um valor um pouco acima para CEsp, 11,0 mgl/L,
no entanto, mais baixo para CEo 0,9 mg/L, também poderia ser classificada como
substancia toxica para o ambiente aquéatico.

Outra observacdo possivel foi a de que, com a diminuicdo dos atomos de
vanadio na composicdo, também diminui a toxicidade do compdsito, tanto no POM
isolado como no POM@GF. Verificou-se ainda que a auséncia de metais pesados
diminui consideravelmente a toxicidade do nanomaterial. Para o grafeno isolado, os
efeitos sdo muito menos prejudiciais, pois o valor de CEsy é de 261,6 mg/L, quase o
dobro do POM menos toxico, PMo,V@GF, com CEso de 141,8 mg/L. Talvez a utilizagédo
de dioxido de titanio suportada em grafeno possa ser uma alternativa menos toxica para
0 ambiente aquatico.

Seria desejavel que em simultdneo com a realizacdo de estudos para avaliacdo
da eficiéncia dos nanomaterias na remocdo dos antidepressivos, para 0s quais eles
foram projetados, fosse feita a comparacdo de ecotoxicidade antes e depois do
tratamento, considerando que pode ocorrer a formacao de subprodutos de oxidacdo dos
farmacos mais téxicos que a espécie inicial.

Deve ser considerado o problema da remoc¢do dos nanomateriais apos
tratamento, de forma a garantir uma elevada eficiéncia na filtragdo do efluente tratado,
de forma a evitar que as concentracdes destes materiais, utilizados como
fotocatalisadores no tratamento, originem valores superiores aos valores de CEjg
(obtidos nos testes de ecotoxicidade) no ambiente aquatico devido a descarga da agua
residual tratada. Para esse efeito sugere-se a realizagdo de estudos a escala piloto.

De forma a avaliar melhor os efeitos ecotoxicoldgicos do uso de nanomateriais,

seria recomendavel que os testes de ecotoxicidade incluissem outros niveis troficos.
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ANEXOS

ANEXO A — RESULTADOS DO ENSAIO COM DICROMATO DE POTASSIO

Tabela A.1: Resultados do ensaio com o dicromato de potéssio

C (mg/L) log C AF u(d?h | %
0 1397 1,29 0,0
0,251 -0,600 857 38,7
0,502 -0,299 710 49,2
1,004 0,002 194 86,1
vy =78,827x+ 81,574 L 86,1
Bg RZ =0,9064 S0
E /
E 60
8 @ 49,2
a 400
E ¥ 387 0
=4
= 20
-0,70 -0,60 -0,50 -0,40 -0,30 -0,20 -0,10 0,00 0,10
Log C

Figura A.1: Inibicdo de crescimento em fungdo do logaritmo da concentracdo de dicromato de potassio
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ANEXO B — VARIAGAO DE PH NAS CULTURAS DE CONTROLO

Tabela B.1: Variacdo de pH nas culturas de controlo

: pH inicial pH final em cada réplica Média
Ensaio
A/B/C A B C ApH

Venlafaxina 7,482 7,402 7,407 7,698 0,020
Grafeno 7,617 6,967 7,104 7,147 -0,544
PMoy,V; 7,568 7,337 7,403 7,359 -0,202
PMo;,V 7,632 7,034 7,087 7,206 -0,523
PMo;, 7,483 6,837 6,897 6,851 -0,621

PMo,,V.@GF 7,486 7,778 7,111 8,555 0,329
PMo.,V@GF 7,424 7,162 7,169 7,136 -0,268
PMo,,@GF 7,401 7,205 7,167 7,212 -0,206
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ANEXO C — CRESCIMENTO CELULAR E COEFICIENTE DE VARIACAO DO CRESCIMENTO (CV)

NAS REPLICAS DE CONTROLO DE CADA ENSAIO

Tabela C.1: Crescimento celular e CV no ensaio do dicromato de potéssio

K>Cr,07 Fluorescéncia N°cel/mL Fluorescéncia N° cel/mL
Réplica inicio fim M (d-1)
A 294 4,82E+04 1631 2,31E+06 1,29
B 291 4,31E+04 1743 2,50E+06 1,35
C 303 6,23E+04 1706 2,44E+06 1,22
MC 117 124
Média 1,29
desvio padrédo 0,066
CV % 5
Tabela C.2: Crescimento celular e CV no ensaio da venlafaxina
Venlafaxina  Fluorescéncia N° cel/mL Fluorescéncia N° cel/mL
Réplica inicio Fim M (d-1)
A 286 2,32E+05 1779 2,77E+06 0,83
B 246  1,65E+05 1828 2,85E+06 0,95
C 270 2,05E+05 1886 2,95E+06 0,89
MC 127 127
Média 0,89
desvio padrdo 0,062
CV% 7

Tabela C.2.1: Crescimento celular e CV no ensaio da venlafaxina com os resultados da absorvancia

Venlafaxina  Absorvancia N°cel/mL Absorvancia N° cel/mL

Réplica inicio Fim M (d-1)

A 0,046 2,65E+05 0,114  4,18E+06 0,92

B 0,045 2,28E+05 0,101 3,43E+06 0,90

C 0,046 2,56E+05 0,114  4,18E+06 0,93

MC 0,041 0,040

Média 0,92
desvio padrao 0,014
CV % 1
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A taxa média de crescimento especifico calculada para os controlos do ensaio da
venlafaxina fica ligeiramente abaixo do valor de referéncia estipulado no Regulamento
(CE) 440/2008. No entanto, o valor calculado com os resultados da absorvancia esté de
acordo com o requerido, servindo este como validacéo.

Tabela C.3: Crescimento celular e CV no ensaio do grafeno

Grafeno Fluorescéncia N° cel/mL Fluorescéncia N° cel/mL
Réplica inicio fim M (d-1)
A 203 9,12E+04 2345  3,73E+06 1,24
B 203 9,18E+04 2198 3,48E+06 1,21
C 196 8,05E+04 2154  3,41E+06 1,25

MC 117 114

Média 1,23
desvio padrédo 0,019
CV% 2

Tabela C.4: Crescimento celular e CV no ensaio do PMo1oV2

PMo1oV> Fluorescéncia N° cel/mL Fluorescéncia N° cel/mL
Réplica inicio fim p (d-1)
A 197 8,10E+04 1597 2,46E+06 1,14
B 202  9,01E+04 1564 2 41E+06 1,09
C 201 8,84E+04 1250 1,87E+06 1,02

MC 67 116

Média 1,08
desvio padrdo 0,061
oV % 6

Tabela C.5: Crescimento celular e CV no ensaio do PMo,V

PMo,V Fluorescéncia N°cel/mL Fluorescéncia N° cel/mL
Réplica Inicio fim p (d-1)
A 227 1,33E+05 1596 2,46E+06 0,97
B 211 1,05E+05 1432  2,18E+06 1,01
C 198 8,33E+04 1550 2,38E+06 1,12

MC 124 132

Média 1,03
desvio padréo 0,075
CV % 7
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Tabela C.6: Crescimento celular e CV no ensaio do PMo1»

PMo,, Fluorescéncia N°cel/mL Fluorescéncia N° cel/mL
Réplica inicio fim M (d-1)
A 201 8,90E+04 1955 3,07E+06 1,18
B 197 8,16E+04 1808 2,82E+06 1,18
C 214  1,10E+05 1765 2,75E+06 1,07
MC 133 159
Média 1,14
desvio padrdo 0,062
CV % 5
Tabela C.7: Crescimento celular e CV no ensaio do PMo1oV2@GF
PMo1oV>@GF Fluorescéncia N° cel/mL Fluorescéncia N° cel/mL
Réplica inicio fim M (d-1)
A 186 6,23E+04 1737  2,70E+06 1,26
B 183 5,72E+04 2022  3,18E+06 1,34
C 178 4,87E+04 1808 2,82E+06 1,35
MC 116 115
Média 1,32
desvio padrao 0,052
CV % 4
Tabela C.8: Crescimento celular e CV no ensaio do PMo1:V@GF
PMo;V@GF Fluorescéncia N°cel/mL Fluorescéncia N° cel/mL
Réplica inicio fim g (d-1)
A 173  4,08E+04 1487  2,28E+06 1,34
B 178  4,99E+04 1545 2,37E+06 1,29
C 178 4,93E+04 1126  1,66E+06 1,17
MC 133 141
Média 1,27
desvio padrao 0,086
CV % 7
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Tabela C.9: Crescimento celular e CV no ensaio do PMo,@GF
PMo ,@GF Fluorescéncia n°cel/mL Fluorescéncia n° cel/mL

Réplica inicio inicio M (d-1)
A 194  7,59E+04 1563  2,40E+06 1,15
B 198 8,39E+04 1713  2,66E+06 1,15
C 190 6,91E+04 1605 2,48E+06 1,19

MC 118 115
Média 1,17
desvio padrao 0,024

CV % 2
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ANEXO D — AVALIACAO DA CONCENTRAGAO DA SUBSTANCIA DE ENSAIO - VENLAFAXINA

Tabela D.1: Concentracao de venlafaxina no inicio e no final do ensaio

Concentracdo média determinada (mg/L)

Concentragédo Réplica

nominal Inicio Fim Variagcdo %
0,25 A 0,234 0,221 5,6
B 0,233 0,231 0,9
C 0,236 0,224 51
Controlo 0,234 0,229 2,1
0,50 A 0,424 0,395 6,8
B 0,426 0,416 2,3
C 0,456 0,475 -4,2
Controlo 0,428 0,430 -0,5
1,0 A 0,817 0,803 1,7
B 0,812 0,802 1,2
C 0,811 0,796 1,8
Controlo 0,811 0,827 -2,0
2,0 A 1,627 1,581 2,8
B 1,662 1,639 1,4
C 1,652 1,648 0,2
Controlo 1,627 1,649 -1,4
4,0 A 3,321 3,289 1,0
B 3,312 3,322 -0,3
C 3,306 3,223 2,5
Controlo 3,297 3,325 -0,8
8,0 A 7,139 7,254 -1,6
B 7,192 7,278 -1,2
C 6,506 6,476 0,5
Controlo 6,458 6,539 -1,3
12,0 A 9,936 9,972 -0,4
B 9,937 9,842 1,0
C 8,824 8,929 -1,2
Controlo 9,911 9,952 -0,4
16,0 A 12,900 13,348 -3,5
B 12,841 13,289 -3,5
C 12,791 13,207 -3,3
Controlo 12,924 13,533 -4,7
48,0 A 48,112 49,726 -3,4
B 48,858 48,996 -0,3
C 48,367 50,281 -4,0

Controlo 49,431 41,806 15,4
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ANEXO E — VARIACAO DA CONDUTIVIDADE NOS ENSAIOS DOS NANOMATERIAIS

Tabela E.1: Variacdo da condutividade no ensaio com PMo1oV>

PMo1,V, Condutividade (uS/cm)
Concentracdo  Inicial Final Variagdo
2,1 101,7 101,5 -0,2
4,6 150,7 151,0 0,3
6,3 152,2 149,4 -2,8
9,4 152,4 149,8 -2,6
13,2 154,3 149,0 -5,3
18,4 154,3 152,9 -1,4
36,2 118,8 119,9 1,1

Tabela E.2: Varia¢do da condutividade no ensaio com PMo1,V

PMoy,V Condutividade (uS/cm)
Concentracdo  Inicial Final Variagdo

10,8 157,7 1443 -13,4
21,3 157,6 144,1 -13,5
41,1 160,5 1457 -14,8
61,1 159,1 145,9 -13,2
81,2 160,2 146,6 -13,6
160,3 144.4 140,5 -3,9
320,7 139,6 138,2 -1,4
641,0 142,7 143,8 1,1

Tabela E.3: Variagdo da condutividade no ensaio com PMo1»

PMo3, Condutividade (uS/cm)
Concentracdo  Inicial Final Variagado
20,7 100,4 102,4 2,0
43,3 142,2 133,5 -8,7
80,1 150,4 142,4 -8,0
161,4 151,3 148,2 -3,1
240,5 156,3 154,1 -2,2
320,7 161,6 159,1 -2,5

400,8 166,5 165,6 -0,9
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Tabela E.4: Variagdo da condutividade no ensaio com PMo1oV.@GF

PMo3,V.@GF Condutividade (uS/cm)

Concentragao Inicial Final Variagdo
15 147,5 135,5 -11
3,1 101,6 100,4 -1,2
6,2 137,7 137,3 -0,4
12,2 139,7 138,0 -1,7
20,0 141,6 138,8 -2,8
30,4 1447 141,2 -3,5
40,3 145,5 142.,6 -2,9

Tabela E.5: Variagcdo da condutividade no ensaio com PMo1:V@GF

PMo,V@GF Condutividade (uS/cm)

Concentracdo Inicial Final Variagdo
10,2 101,6 101,5 -0,1
21,3 146,3 141,0 -5,3
41,3 145,2 139,1 -6,1
81,3 148,0 1411 -6,9
160,7 149,6 144.6 -5,0
240,7 150,3 145,6 -4,7
401,3 105,8 110,7 4,9

Tabela E.6: Variacdo da condutividade no ensaio com PMo1.@GF

PMo,,@GF Condutividade (uS/cm)

Concentracdo Inicial Final Variacao
41,5 134,2 136,9 2,7
80,0 137,4 138,7 1,3
160,0 138,1 142,2 4,1
320,0 1447 151,0 6,3
480,0 149,9 163,7 13,8

640,8 161,4 174,0 13,8
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ANEXO F- EQUACOES DE REGRESSAO LINEAR USADAS NA DETERMINAGCAO DOS PONTOS
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Figura F.1: InibicAo de crescimento em fun¢éo do logaritmo da concentragdo de venlafaxina
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Figura F.2: Inibicao de crescimento em fungéo do logaritmo da concentragdo de venlafaxina

68



Avaliacao de ecotoxicidade usando microalgas como complemento de estudos para a
remocédo de psicofarmacos em ETARS

co
o

4 76,0

~
o]

y=342,38x-777,75

RZ — N 9gA4
B 984

o]
o]

Inibi¢ao de crescimento %
w o Ul
& o o
*
)

BN
o] =]
:\
N
]

2,20 2,25 2,30 2,35 2,40 2,45 2,50 2,55 2,60 2,65
Log C

Figura F.3: Inibicdo de crescimento em fun¢éo do logaritmo da concentragéo de grafeno

60
#55,0
X 5o v=62,191x- 59,578
Q .
£ RZ =0,9902
[-}]
E 40 386
2
£ 30
< 3,1
o 20
Hs-)
L=
2 10
=
o715
0 T T T T T T T 1
1,00 1,10 1,20 1,30 1,40 1,50 1,60 1,70 1,80
Log C
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