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RESUMO

NAICO, Andressa Assuncdo. Ecotoxicidade de acetona e etanol antes e apos
fotolise UVC e processo UVC/H:02. 44 f. Trabalho de conclusdo de curso.
Bacharelado em Quimica. Universidade Tecnologica Federal do Parana. Curitiba,
2019.

Alguns estudos de degradacdo por processos oxidativos avancados usam
solventes orgéanicos para solubilizar compostos pouco sollveis em meio aquoso,
sem avaliar possiveis efeitos toxicos dos subprodutos destes. A utilizacdo de
solventes organicos para este fim € um método bastante utilizado, porém sem
analisar as possiveis interferéncias do mesmo. Este trabalho avaliou a toxicidade de
solugdes com acetona e etanol 0,2%(v/v), antes e apds processos de fotélise e
UVC/H202. Ensaios de degradacao foram conduzidos em reator de bancada com
capacidade de 600 mL, utilizando como fonte de radiacdo uma lampada de alta
pressdo de vapor de mercurio de 125W, desprovida de seu bulbo original e imersa
na solucao protegida por um bulbo de quartzo. Foram tomadas aliquotas da amostra,
em tempos de até 8 h de exposicdo. No processo UVC/H202 usou-se 100 mg L de
H202, com reinjecdo quando necessario. A toxicidade aguda foi avaliada com
sementes de Lactuca sativa (sementes de alface), Daphnia magna e larvas de Aedes
aegypti. Nos ensaios com Lactuca sativa observou-se inibicdo do crescimento para a
maioria dos tempos de degradacéo testados, com ambos o0s solventes. Resultados
similares também foram observados nos testes com Daphnia magna. Nos testes com
Aedes aegypti, para ambos 0s processos, antes e apds tratamento, nao se
observaram individuos iméveis. Foi possivel observar que ambos os solventes
possuem toxicidade durante do tratamento, porém a acetona mostrou-se com menor

interferéncia quando comparada ao etanol.

Palavras-chave: A. aegypti; D. magna; L. sativa; POA.



ABSTRACT

NAICO, Andressa Assuncgdo. Ecotoxicity of acetone and ethanol after UVC
photolysis and UVC/H202 process. 44 f. Trabalho de conclusdo de curso.
Bacharelado em Quimica. Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Curitiba,
20109.

Some advanced oxidative degradation studies use organic solvents to
solubilize poorly soluble compounds in aqueous media, without assessing possible
toxic effects of by-products of these. The use of organic solvents for this purpose is a
widely used method, but without analyzing the possible interferences of the same.
This work evaluated the toxicity of solutions with acetone and ethanol 0.2% (v/v),
before and after photolysis and UVC/H202 processes. Degradation tests were
conducted in a 600 mL capacity bench reactor, using as a radiation source a high
pressure mercury vapor lamp of 125W, depleted of its original bulb and immersed in
the solution protected by a quartz bulb. Aliquots of the sample were taken, in times of
up to 8 h of exposure. In the UVC/H20:2 process 100 mg L of H202 was used, with
reinjection when necessary. Acute toxicity was evaluated with seeds of Lactuca
sativa (lettuce seeds), Daphnia magna and Aedes aegypti larvae. In the Lactuca
sativa assays growth inhibition was observed for most of the degradation times
tested, with both solvents. Similar results were also observed in the Daphnia magna
tests. In the Aedes aegypti tests, for both processes, before and after treatment, no
immobile individuals were observed. It was possible to observe that both solvents
have toxicity during the treatment, but the acetone showed less interference when
compared to the ethanol

Keywords: A. aegypti; D. magna; L. sativa; AOPs.
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1 INTRODUCAO

Os Processos Avancados de Oxidacéo (AOPs, do inglés Advanced Oxidation
Processes) se caracterizam por transformar a grande maioria dos contaminantes
organicos em didxido de carbono, agua e anions inorganicos, atraves de reacoes de
degradacdo que envolvem espécies transitorias oxidantes, principalmente radicais
hidroxilas (eOH), que tém potencial de oxidacdo de 2,8 V. Os radicais hidroxilas
podem ser gerados por meio de reagbes envolvendo oxidantes fortes, como 0zo6nio
e peroxido de hidrogénio (H2032); semicondutores, como dioxido de titanio (TiO2) e
oxido de zinco (ZnO); e radiacao ultravioleta (UV) (TEIXEIRA; JARDIM, 2004).

A associacdo de peroxido de hidrogénio (H202) e radiacdo ultravioleta na
regido UVC tem sido amplamente estudada e aplicada no tratamento e purificagao
de &guas de abastecimento e de &guas residuéarias, permitindo a degradacdo de
uma série de contaminantes. Ja a fotdlise, pode ocorrer pela absorcdo de radiacéo
de forma direta pelo grupo cromoéforo presente na estrutura do composto, no qual
ocorre a formacdo de uma molécula excitada e essa pode passar por processos de
degradacdo como homolise, heterdlise ou fotoionizacdo (REDDY; KIM, 2015;
REMUCAL, 2014).

Os bioensaios podem avaliar o potencial toxico de compostos como
pesticidas, derivados do petréleo, detergentes, metais sobre 0s organismos, entre
outros, uma vez que apenas “instrumentos biolégicos” sdo capazes de integrar os
varios efeitos complexos de um mistura de poluentes que podem interferir em
processos fisiologicos, bioquimicos, celulares, morfoldégicos e genéticos (COSTA;
ESPINDOLA, 2000). Segundo Mozeto e Zagatto (2006), os quimicos mais testados
dentro da ecotoxicologia normalmente sdo compostos apolares que apos
alcangarem a coluna d’agua podem ser incorporados ao material particulado e
depositados no sedimento ou ainda permanecerem indisponiveis na coluna d’agua,
entrando, portanto, em contato com 0s organismos aquaticos.

Contudo, ha certa dificuldade na avaliacdo da toxicidade de amostras pré e
pos tratamento via Processos Oxidativos Avancados, uma vez que a hatureza
hidrofébica de determinadas substancias (Ex.:organofosforados e hidrocarbonetos)
nao permite uma completa dissolugdo em meio aquoso. Dessa forma, torna-se

necessario o uso de solventes organicos. Todavia, é preciso conhecer e avaliar
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previamente a toxicidade dos solventes que serdo utilizados nas degradagdes para
gue nao interfiram em bioensaios com amostras de interesse, por esse motivo, este
trabalho teve o objetivo de avaliar a toxicidade aguda de solu¢cdes de acetona e

etanol 0,2%(v/v) (separadamente), antes e apos processos de fotdlise e UVC/H20x.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade aguda dos solventes acetona e etanol antes e apdés
fotdlise UVC e processo UVC/H20:.

2.2 Objetivos especificos

. Submeter solucbes de acetona e etanol (0,2%) a fotdlise UVC e
processo UVC/H20z;

. Avaliar a toxicidade aguda de solucdes de acetona e etanol (0,2%),
antes e apos tratamento, através de ensaios com Lactuca sativa, Daphnia magna e
Aedes aegypti;

. Comparar as respostas de cada organismo-teste em relacdo a acetona

e etanol 0,2%.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Processos Avancados de Oxidacao (AOPs)

Os processos avancados de oxidacdo (AOPs) tém um potencial consideravel
para se tornarem possiveis alternativas para remediar as aguas contaminadas. Os
AOPs sao baseados na geracao e reacfes subsequentes de radicais hidroxila ("OH).
Estes sdo agentes oxidantes poderosos de curta duracdo. Os radicais ‘OH séo
produzidos in situ por meio de reacfes quimicas, eletroquimicas e / ou fotoquimicas
em sistemas AOP (SAMET; HMANI; ABDELHEDI, 2012).

Os processos avancados de oxidacdo podem ocorrer em dois principais
meios: homogéneo e heterogéneo. Em meio homogéneo ha o uso de geradores de
radicais livres, tais como peroxido de hidrogénio, ozbnio, sulfato ferroso, etc. Em
meio heterogéneo h& a predominancia do uso de semicondutores como o diéxido de
titanio (TiO2) (RIBEIRO et al., 2015).

3.1.1 Fotodlise

Em processos avancados de oxidacdo ha trabalhos que avaliam a
degradacdo de analitos de interesse através da fotolise direta, como Peixoto (2013)
que utilizou para a degradacdo do herbicida amicarbazona e Aranha e Ribeiro
(2016), para o glifosato. A fotolise pode ocorrer pela absor¢éo de radiagdo de forma
direta pelo grupo croméforo presente na estrutura do composto. Ocorre a formacéo
de uma molécula excitada e essa pode passar por processos de degradacdo como
homdlise [1], heterdlise [2] ou fotoionizacdo [3] (Figura 1) (REDDY e KIM, 2015;
REMUCAL, 2014).
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Figura 1. Mecanismos de degradacédo de compostos organicos por fotdlise.

R+X (1]
R*+ X
R — X% R - X]* o 2]
molécula R+ X*
excitada 3]
(R-X)"+ey,

Fonte: Adaptado de Reddy e Kim, 2015.

A formacédo de subprodutos que ndo absorvem o comprimento de onda da
radiacdo fornecida impede que ocorra a mineralizacdo dos compostos submetidos a
fotolise (REDDY e KIM, 2015).

Ja a absorcdo de forma indireta ocorre quando uma molécula fotossensivel
absorve a radiacdo, ativa a molécula do composto organico e entédo ele passa pelos
processos homolise [1], heterdlise [2] ou fotoionizacdo [3] como na fotdlise direta
(REDDY e KIM, 2015; REMUCAL, 2014).

3.1.2 Processo UVC/H20:2

A associacdo de peroxido de hidrogénio (H202) e radiacdo ultravioleta na
regido UVC tem sido amplamente estudada e aplicada no tratamento e purificacao
de &guas de abastecimento e de aguas residuéarias, permitindo a degradacédo de
uma série de contaminantes. Dentre os contaminantes estudados utilizando o
processo UV/H202 podem-se citar: pesticidas e herbicidas, farmacos, aditivos para
gasolina como o MTBE (methyl tertiary butyl ether), corantes téxteis, entre outros. O
processo UVC/H20: ainda apresenta a vantagem adicional da ndo formacéo de lodo
durante o tratamento, podendo também alcancar a mineralizacdo dos compostos
organicos (NAGEL-HASSEMER, 2012).

O mecanismo caracteriza-se pela clivagem homolitica de uma molécula de
peroxido de hidrogénio, formando dois radicais hidroxila, conforme Equacao (1).
Devido ao alto poder de oxidacao do radical hidroxila gerado, a matéria organica é
oxidada gerando mais radicais organicos (Equacdo 2), os quais podem formar

novamente radicais hidroxila (Equacédo 3) ou prosseguir com as reacfes até que
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haja a mineralizacdo da matéria organica em CO2, H20 e ions inorganicos
(MARTINS, 2013).

H,00+ h 0 — 2 HO* (1)
RH + HO* — H20 + R’ (2)
R + H,0, — ROH + HO® (3)

Para Nagel-Hassemer (2012), em comparag¢ao com outros AOPs, tais como
Fenton, oz6nio, UV/Os, UV/TIOz2, etc., a fotdlise de peroxido de hidrogénio apresenta
algumas vantagens como a completa miscibilidade com agua, estabilidade e
disponibilidade comercial.

Oliveira (2011) estudou o uso da fotélise para a degradacdo do clorpirifés
comparada ao UV/H202 e somente a H202. Foram realizados estudos dos
parametros temperatura, pH, concentracdo do agrotoxico e efeito inibitério de
anions. Observou que a temperatura de 45 °C propiciou melhor degradacdo do
composto na fotdlise. Demais parametros foram utilizados para avaliacdo dos
demais processos.

Pereira (2011) utilizou o processo UV/H202 no estudo da degradacdo da
atrazina (ATZ), um herbicida, em diferentes concentragdes e matrizes, e foi avaliada
também a atividade estrogénica. Em agua ultrapura (20 mg L) obteve-se uma
remocédo superior a 95%. Para concentracdes de 0,5 e 20 mg Lt em agua ultrapura

a remocéao foi superior a 98%.

3.1.3 Processos Avancados de Oxidacao aplicado a solventes

Hernandez et al. (2002) estudaram trés processos para tratamento de agua
contaminada com acetona. Os processos foram: UV/H202, utilizando lampada de
vapor de mercurio de média pressao (MPUV); UV/ozbnio (UV/O3), utilizando
lampada de baixa pressédo de vapor de mercurio (LPUV), e Peroxona (H202/03). O
processo LPUV/Os foi 0 mais eficiente para a degradacéo de acetona dos trés AOPs
estudados. Este processo removeu 99,0% da acetona em menos de 30 min.

Os estudos realizados no processo H202/03 demonstraram que existe uma

concentragéo oOtima de H202 e O3 que aumenta a formacéo do radical hidroxila. Foi
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observado que o aumento da concentracdo de perdxido de hidrogénio usando uma
concentracdo constante de 0z6énio no gas aspergido melhorou a degradacéo total da
acetona até certo ponto. De forma analoga ao sistema MPUV/H202, doses
excessivas de H202, como as maiores que 100 ppm, afetam negativamente a
remocdo de acetona. Uma dose de 10 ppm de perdxido de hidrogénio adicionada
semicontinuamente, combinada com 2% de aspersédo de ozo6nio, produziu a taxa
mais elevada e a degradacdo da acetona para os sistemas de peroxona testados
durante este estudo. Este sistema removeu mais de 99% da acetona em 60 min
(HERNANDEZ et al., 2002).

Kamath e Minakata (2018) investigaram o AOPs com cloro livre em fase
aguosa através de simulacdes cinéticas e validacbes experimentais da acetona.
ApdOs o0 inicio do experimento, as solu¢cdes foram amostradas em diferentes
intervalos de tempo. Todas as analises quimicas para medir a acetona e 0s
subprodutos de transformacao foram realizadas dentro de 24 h do experimento. A
acetona foi medida usando injecdo aquosa direta em um cromatografo a gas (GC)
equipado com um detector de ionizacdo de chama (FID). Enquanto o cloro livre foi
completamente consumido ap6s 60 min de irradiacdo UV, apenas 53,6% da acetona
foi degradada. A degradacdo da acetona cessou apoés a fotdlise completa do cloro
livre e ndo foi observada degradac&o adicional. Isto indica que a degradacdo da
acetona ocorreu através da acetona reagindo diretamente com o cloro livre e / ou a
fotélise causada pelo cloro livre.

Wu et al. (2008) estudaram alguns AOPs para decomposi¢cdo do alcool
isopropilico (IPA). Foram utilizados os processos Oz, O3/UV, H202/UV, H202/03 e
H202/03/UV em diversas condi¢cdes fisico-quimicas. Foi observada que a
degradacdo IPA gera, como principal intermediario de degradacédo, a acetona. A
degradacéo completa de IPA foi observada em POAs, enquanto a decomposicao
completa de acetona nao foi observada nas condi¢cdes experimentais. O processo
UV/H20:2 foi considerado o menos eficiente e o UV/H202/03 foi 0 processo mais
eficiente comparado a todos os outros AOPs selecionados.

Ja Kim et al. (2014) desenvolveram um reator assistido por TiO2 que melhorou
a penetracao da luz UV na solucdo durante a decomposicao fotocatalitica do IPA. O
aumento da penetracdao de UV aumentou a diminuicdo na concentracédo de acetona.

No entanto, isso ndo afetou a diminuicdo da concentragcédo de IPA. O carregamento
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da solucdo com microbolhas de Os aumentou significativamente a mineralizacao
durante as primeiras 5 h da reacéo.

Choi, Jeong e Chung (2013) descrevem uma nova tecnologia para a
reutilizacdo de aguas residuais eletrénicas pelo processo avancado de oxidacéo
(AOP) usando um catalisador imobilizado com Fe/Al. O catalisador de metal na AOP
melhorou a oxidacdo de compostos organicos de baixo peso molecular, como
acetona e alcool isopropilico, em &guas residuais eletrbnicas. A eficiéncia de
remocao de acetona e alcool isopropilico foi de 78,5% e 99,9%, respectivamente.

Guo et al. (2014) estudaram um modelo cinético baseado em computador,
desenvolvido para prever os mecanismos de degradacao e destino de intermediarios
e subprodutos produzidos durante processos de oxidacdo avancada em fase
aguosa. Para isso, utilizaram degradacdo da acetona por processo UVC/H20: e
validaram com observacdes experimentais. De acordo com o estudo de Stefan et al.
(1999), cinco espécies, incluindo aldeido piravico, acido piravico, &cido acético,
acido oxalico e acido formico, foram identificadas e quantificadas como principais
intermediarios que contribuem significativamente para a degradacdo total da
acetona. Com o modelo cinético de baseado em computador, foram capazes de
elucidar quantitativamente as vias de transformagdo dominantes entre esses

principais intermediarios, como mostrado na Figura 1.
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Figura 2. Vias de transformacdo dominantes entre os principais intermediarios para a
degradacdo da acetona durante o processo UVC/H;0.. Linhas sélidas representam reacdes
geradas pelo gerador de vias. Linhas tracejadas séo intermediarios chave.
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Fonte: Guo et al., 2014.

3.2 Bioensaios

Bioensaios séo ferramentas de avaliacdo que auxiliam na determinacéo do
efeito de agentes fisicos e quimicos sob organismos testes. Os efeitos destas
substancias podem variar desde mortalidade até alteracdes fisiologicas dependendo
das caracteristicas quimicas da substancia, concentracédo, tempo e frequéncia de
exposicdo, do organismo e da fase do ciclo de vida do organismo submetido aos
testes (GARDUNO et al., 2016; RIZZO, 2011).
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Deve-se levar em conta que um Unico organismo nao é capaz de demonstrar
todos os efeitos de uma substancia, € preciso que se utilizem espécies com fungcbes
ecologicas relevantes, chamadas espécies modelo (MORALES et al., 2004).

Os ensaios de ecotoxicidade empregados para avaliar a qualidade ambiental
representam uma alternativa para complementar as analises quimicas
(RODRIGUES et al., 2013). Os bioensaios podem auxiliar na avaliagédo da eficiéncia
de um processo de tratamento, pois nem sempre quando um AOP é aplicado a um
efluente a mineralizacdo completa é alcancada, pois pode haver a formacéo de
subprodutos (DERBALAH, ISMAIL E SHAHEEN, 2013; MORALES et al., 2004).

Através das pesquisas realizadas na literatura, poucos trabalhos estudam a
ecotoxicidade de solventes durante e apds o tratamento através dos métodos que
serdo utilizados. Normalmente encontram-se somente dos solventes puros, como
citados no Quadro 1.

Chen, Wang e Wu (2011) examinaram os efeitos do etanol e do DMSO no
desenvolvimento e na atividade locomotora em larvas de embrides de peixe-zebra.
Os peixes-zebra foram expostos a diferentes concentracdes (controle, 0,01, 0,1 e
1%) de etanol ou DMSO do estagio de blastula a 144 h apés a fertilizacao (hpf).
Nenhum efeito na sobrevivéncia foi observado, exceto o grupo etanol 1% sofreu
89% de mortalidade durante 108-120 hpf. Nao foram observados defeitos de
desenvolvimento em nenhum dos solventes nas concentracdes de 0,01 e 0,1%, mas
ocorreram taxas de deformidade significativamente maiores com 0s grupos 1% de
etanol e DMSO.

Outros estudos de testes agudos realizados para a acetona e etanol (sem
tratamento) estdo resumidos no Quadro 1.

Quadro 1. Estudos agudos de solventes recomendados pela OCDE (incluindo solventes
relacionados) com organismos aquéticos

Concentragdo Tempo

Solvente Espécies de teste . Paréametro Referéncia
(mg L) Q)]
Daphnia magna >100 96 ClLso Ewell et al. (1986)
Gammarus fasciatus >100 96 ClLso Ewell et al. (1986)
Asellus intermedius >100 96 ClLso Ewell et al. (1986)
Acetona
Dugesia tigrina >100 96 ClLso Ewell et al. (1986)
Lumbriculus
) >100 96 ClLso Ewell et al. (1986)
variegates
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Concentracdo Tempo

Solvente Espécies de teste . Parametro Referéncia
(mg L) Q)
Hemisoma trivolvis >100 96 ClLso Ewell et al. (1986)
Pimephales promelas  >100 96 ClLso Ewell et al. (1986)
) LeBlanc and
Daphnia magna 31000 48 ClLso
Suprenant (1983)
Daphnia pulex 15000 3 TLm Nishiuchi (1981)
Cyprinus carpio 19000 48 TLm Nishiuchi (1981)
Palau-Casellas
Platynereis dumerilii 16900 96 CLso and Hutchinson
Acetona (1998)
_ Rayburn and
Palaemonetes pugio 6780 96 ClLso .
Fisher (1997)
] Rayburn and
Palaemonetes pugio 6940 12 ClLso .
Fisher (1997)
Lepomis macrochiris 8300 96 Clso Smith (1974)
) » Hunsinger and
Gambusia affinis 11060 96 ClLso
Howell (1991)
Carassius auratus 26400 48 TLm Ball (1966)
) Cowgill and
Daphnia magna 9248 48 ClLso )
Milazzo (1991)
. Takahashi et al.
Daphnia magna 12340 48 Clso
(1987)
Daphnia pulex 2300 3 TLm Nishiuchi (1981)
. . . Cowgill and
Ceriodaphnia dubia 8808 48 ClLso .
Milazzo (1991)
Etanol . . _ Takahashi et al.
Ceriodaphnia dubia 6942 48 ClLso
(2987)
48
Cyprinus carpio 19000 TLm Nishiuchi (1981)
Semotilus
>7000 24 ClLso Smith (1974)

atromaculatus
Rayburn and

Palaemonetes pugio 12070 96 Clso )
Fisher (1997)

Nota: CLso: Concentracado Letal cinquenta; TLm: Limite de Tolerancia

Fonte: Adaptado de Hutchinson et al., 2006.
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3.2.1 Fitotoxicidade com Lactuca sativa

Espécies vegetais para cultivo apresentam rapida germinacgdo e crescimento
das sementes, o que facilita a verificacdo dos efeitos de determinado contaminante,
em um tempo reduzido (GVOZDENAC; INDIC; VUKOVIC, 2013).

Testes que utilizam plantas superiores sao considerados eficientes para a
avaliacdo e monitoramento da toxicidade de poluentes e tém sido utilizados em
estudos sobre a fitotoxicidade de aguas e sedimentos contaminados. Sua principal
vantagem é a ampla variedade de parametros de toxicidade, como a taxa de
germinacdo, ganho de biomassa, alongamento de raizes e aspectos bioquimicos,
além de apresentar baixo custo e possibilidade de serem realizados continuamente.
Lactuca sativa estd entre 0s organismos-teste mais utilizados para avaliar a
fitotoxicidade e citogenotoxicidade de efluentes domésticos e industriais.
(RODRIGUES et al., 2013).

3.2.2 Ecotoxicidade aguda com Daphnia magna

Varias espécies do género Daphnia séo utilizadas em testes de toxicidade,
mas, a espécie mais utilizada é a Daphnia magna, para a qual existe um grande
namero de informacédo sobre as técnicas de cultivo, os requisitos de temperatura, luz
e nutrientes e sobre sua resposta a muitas substancias toxicas. Daphnia sp. € um
microcrustaceo de agua doce, pertencente a ordem Cladocera. As espécies do
género Daphnia s@o encontradas facilmente em regides tropicais e até mesmo
articas, existindo em torno de 50 espécies (FAO, 1996).

Testes com Daphnia sp. sado normalizados e padronizados
internacionalmente pela OECD (Teste n° 202: Daphnia sp. Acute Immobilization
Test, 2004) e pela ISO (ISO 6341:2012 - Determination of the inhibition of the
mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea) - Acute toxicity test) e no
Brasil pela NBR 12.713 (ABNT, 2016).

Bownik (2019) determinou os efeitos do DMSO na freqiéncia de saltos,

velocidade de natacao, frequéncia cardiaca, atividade do membro toracico, atividade
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de catalase e nivel de NOx em Daphnia magna submetidos a 0,1% e 1% de DMSO.
Os resultados mostraram que a velocidade de natagéo, a frequéncia cardiaca e a
atividade do membro toracico foram inibidas por 0,1% e 1% de DMSO.

Leoni, Bettinetti e Galassi (2008) estudaram os efeitos sub-letais da acetona
na Daphnia magna. Neste estudo, a acetona foi testada em um experimento de 21
dias de exposicdo e os efeitos na mortalidade, fertilidade e morfologia dos
organismos expostos (Fo) e da prole (Fi-F2, criados sem acetona) foram avaliados.
N&do foi observada reducdo significativa da sobrevida com concentracdes
crescentes, e nenhuma reducgéao significativa na fecundidade em qualquer grupo de
tratamento em termos de ndmero meédio de dafnideos por mée foi observada.
Desenvolvimento anormal de segunda antena foi observado em F1 a partir de Fo
exposto a 79 mg L de solvente. Os resultados sugerem que a concentracdo de
acetona nao deve exceder 7,9 mgL™, que é 10 vezes menor do que a concentracao

permitida, conforme determinado pelos ensaios crénicos da OCDE em D. magna.

3.2.3 Atividade larvicida em Aedes aegypti

Aedes aegypti, pertencente a familia Culicidade, € um inseto originario da
Africa e atualmente encontrado nas areas dos tropicos em todo o mundo. Este
inseto € conhecido principalmente por ser o vetor da dengue, febre Chikungunya e
virus Zika (BOSIRE et al., 2014).

O ciclo de vida do A. aegypti é caracterizado pelas fases de larva, pulpa e
inseto. No ciclo larval, a larva passa por quatro estagios (fase intermediaria ou
intervalo entre duas mudas da larva), seguida da pulpa, ambos em meio aquético
(BAR; ANDREW, 2013).

N&o existem protocolos que normalizem ensaios com larvas para fim de
bioensaios de ecotoxidade, porém a OMS apresenta um protocolo com instrugdes
para determinacdo da suscetibilidade ou resisténcia da larva do mosquito a
inseticidas (OMS, 1981), sendo este documento referéncia para ensaios com larvas

de mosquitos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Reagentes e insumos

Os reagentes utilizados neste trabalho foram: peréxido de hidrogénio 35%
(Peréxidos do Brasil), catalase de figado bovino 2000 — 5000 unidades mg* (Sigma-
Aldrich) solucdo de concentracdo 1% (m/v) preparada em agua de osmose, etanol
absoluto P.A. 99,8% (Neon) e acetona grau HPLC (J.T. Baker). Agua de osmose
(sistema de osmose reversa Quimis). Para ajuste de pH foram usadas solucdes de

H2SO4 e NaOH grau analitico.

4.2 Ensaios de degradacéao

Os ensaios de degradacéo foram conduzidos em reator encamisado de vidro
de bancada, com capacidade de 600 mL com refrigeracdo por agua e agitacao
magnética (Fig. 3). Utilizou-se como fonte de radiacdo uma lampada de alta presséo
de vapor de mercario de 125 W, imersa na solugdo protegida por um bulbo de
guartzo. As soluc¢des aguosas dos solventes utilizados foram de 0,2% (v/v), baseado

em estudos anteriores do grupo de pesquisa (UTZIG, 2016).
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Figura 3. Representacdo do reator a ser utilizado nos processos de degradacao.

Lampada a vapor de mercirio

l

=

Saida de agua
-—

Bulbo protetor

Entrada de dgua
—

Fonte: Adaptado de UTZIG, 2016.

Para os ensaios UVC/H202 a concentracdo de H20: foi estabelecida em
100 mg L (LOURES et al., 2013) e pH foi o natural da solucéo (entre 5 e 6).

Os tempos de degradacédo, para ambos os processos, foram de 0 (sem
tratamento), 30, 60, 90, 120, 240, 360 e 480 min. No final de cada tempo testado,
em cada processo, o pH foi ajustado para 7 e, no caso do processo UVC/H20z2, foi
adicionado catalase bovina (Sigma-Aldrich, 1% m/v) para abatimento do peroxido de
hidrogénio residual. Ap0s a degradacdo, as amostras foram separadas para 0s
bioensaios.

As amostras foram armazenas em frascos de vidro ambar — que foram
previamente descontaminados em banho de acido nitrico 10% e enxaguados em
agua de osmose — logo apos o0 ensaio de degradacdo e mantidas em freezer até a

realizacdo dos bioensaios, néo ultrapassando o prazo de 60 dias.

4.2.1 Determinacdo da concentracao residual de peroxido de hidrogénio

A concentragdo de peroxido de hidrogénio foi monitorada durante o
processo através de espectrofotometria, onde utilizou-se o reagente Allper®
(Peroxidos Brasil), no qual se baseia na formac¢do do complexo peroxotitanio (titanio
IV) a partir da reacdo entre oxalato de titanio e acido sulfarico, o qual absorve em
comprimento de onda de 395 nm (BRANDHUBER e KORSHIN, 2009). A
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quantificacdo foi feita por meio de calibragdo externa com a curva analitica, feita em
triplicata (50 até 100 mg L, com coeficiente de correlacdo de 0,999). As leituras
foram realizadas em espectrofotometro (Varian — Cary 50 Bio), utilizando uma
cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico. Quando necessario, foi feita readicéo

de H20:2 para que a concentracéo voltasse a concentragéo inicial (100mg L™?).

4.3 Bioensaios

4.3.1 Fitotoxicidade com Lactuca sativa

Os ensaios de fitotoxicidade das solucdes pré e pos tratamento foram
baseados na metodologia descrita por Sobrero e Ronco (2004) e Young
et al. (2012). O teste consiste na disposicdo de 15 sementes em cada placa de Petri
(10 cm de diametro), colocadas sobre um papel filtro (80 g m2, Unifil), com adicéo de
4 mL de amostra. As placas foram seladas com filme plastico e incubadas a
20 £ 2 °C em incubadora do tipo BOD sem fotoperiodo, por 120 h. Como controle
negativo utilizou-se agua processada (osmose reversa) e como controle positivo,
solucéo de glifosato comercial (48% m/v) a 3%. Todas as amostras assim como 0s
controles foram feitas em triplicata (LIMA, 2017).

Apbs o periodo de exposicdo, o comprimento das radiculas foi medido com
régua (cm), com uma casa decimal.

Calculou-se as médias de comprimento de cada replicata, assim como o
desvio padrdao (DP) e coeficiente de variacdo (CV). Os resultados foram avaliados
através do indice de crescimento relativo (ICR), indice de germinacao (IG), analise
de variancia (ANOVA), analise de normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e
teste de Dunnett (p<0,01) através do software BioEstat 5.0. O ICR e IG foram

calculados conforme as equacftes 4 e 5 (GARCIA et al., 2009), respectivamente:
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média do comprimento das radiculas da amostra
ICR= —— : . . 4)
meédia do comprimento das radiculas do controle negativo

meédia da germinagéo de cada réplica da amostra
IG = — ——— — — x100 (5)
meédia da germinacgéo de cada réplica do controle negativo

Young et al. (2012), classificou, conforme o valor obtido para o ICR da
amostra, do seguinte modo:

- inibicao do crescimento da radicula (1): 0 < ICR < 0,8

- sem efeito significativo (SES): 0,8 <ICR<1,2

- estimulacéo do crescimento da radicula (E): ICR > 1,2

4.3.2 Ecotoxicidade aguda com Daphnia magna

Os ensaios de pré e poOs tratamento foram realizados seguindo a NBR
12713/2016 (ABNT, 2016). Dez organismos neonatos (2-26h) foram colocados em
béqueres contendo 20 mL das amostras e/ou controles. Também foram realizados
testes considerando a diluicdo de 50%. Todas as amostras e controles foram
testados em triplicata (n = 3). O controle negativo foi feito com agua de diluicdo de D.
magna (anexo A). As amostras foram incubadas a 20+2°C e ap0s 24 e 48h
contabilizou-se os organismos iméveis em cada frasco. Os resultados foram

expressos em funcéo da porcentagem de organismos imoveis.

4.3.3 Atividade larvicida em Aedes aegypti

Os ensaios de pré e pos tratamento foram realizados seguindo a
metodologia para determinagdo da suscetibilidade ou resisténcia da larva de
mosquito a inseticidas, determinado pela OMS (WHO, 1981), com adaptacdes de
Utzig et al. (2019).
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Para a eclosdo, ovos sadios de A. aegypti (cepa Rockfeller, cedido pelo
LAFICAVE-FIOCRUZ) foram colocados em béquer com 500 mL de agua mineral e
mantidos a 28°C com fotoperiodo de 16h de luz e 8h de escuro em incubadora tipo
BOD (Solab). Para alimentacdo das larvas utilizou-se racdo para peixe (Alcom
Basic® — MEP 200 Complex) (UTZIG et al., 2019).

Para os bioensaios, foram utilizadas larvas no 3° ou inicio do 4° estagio de
desenvolvimento, cerca de 96h apds eclosdo dos ovos. Os bioensaios foram
realizados em béqueres de 50 mL com 25 mL de solucdo e 20 organismos por
réplica. O teste foi feito em quadruplicata (n= 4). O controle negativo foi feito com
agua de osmose. Todos os béqueres foram mantidos a 23 °C sem fotoperiodo em
incubadora tipo BOD por 24 h (UTZIG et al., 2019).

Apos 24 h de exposicdo das larvas as solucdes, foi verificada a mortalidade

das mesmas e o resultado obtido foi expresso em % de mortalidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1.1 Fitotoxicidade com Lactuca sativa

Com a medida do comprimento das radiculas, apés o periodo de 120 h, foi
possivel calcular o desvio padrao (DP) e coeficiente de variacdo (CV) e o indice de
crescimento relativo (ICR), para cada solvente (Tab. 1 e 2). Além das analises de IG
e ICR, a fim de confirmar a classificacdo pelo ICR, os valores obtidos foram
submetidos ao teste de Dunnett (p<0,01). As amostras que ndo foram consideradas
significativamente diferentes receberam letras iguais, representada nas Tabelas 1 e

2 juntamente com a andlise de normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.

Tabela 1. Fitoxicidade de soluc¢8es de acetona e etanol (0,2%) antes e ap0s fotélise em Lactuca

sativa.

CvV IG _ Cv IG _

Amostra Crad (cm) ICR  Efeito Crad (cm) ICR Efeito
(%) (%) (%) (%)

Controle

_ 2,3+0,72* 285 - - - 2,6+0,6°* 254 - - -
negativo
0 min 25+092* 396 100 0,9 SES 16+0,7* 46,4 100 0,7 I

30 min 25+0,73* 29,8 100 11 SES 16+08* 48,1 100 0,7 I
60 min 22+08%* 363 100 1,0 SES 1,0+£09 86,5 100 0,4 I
90 min 1,8+0,72* 40,6 100 0,8 SES |20+09P* 449 100 0,8 SES

120 min 1,7+05* 28,2 100 0,8 I 16+1,0 66,2 100 0,6 I
240 min 15+0,7* 40,6 100 0,7 I 1,3+0,9 755 100 0,5 I
360 min 12+05* 40,8 100 0,5 I 1,1+0,8 76,4 100 04 I
480 min 1,0+04* 405 100 0,5 I 1,1+0,8 76,6 100 0,4 I

Nota: Craa: média do comprimento da radicula; CV: coeficiente de varia¢éo; IG: indice de germinagéo;

ICR: indice de crescimento relativo; SES: sem efeito significativo; I: inibig&o; *: amostra normal. n=3.

No caso da acetona, observa-se que antes do tratamento até o tempo de 90
min, ndo teve efeito significativo. No tempo de 120 min, teve um ICR de 0,8, assim
como no tempo de 90 min, porém de acordo com a analise estatistica, houve
diferenca significativa, sendo classificado como inibigdo, assim como os tempos

superiores.
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Wu et al. (2008) estudaram alguns AOPs para decomposi¢cdo do alcool
isopropilico (IPA). A acetona foi identificada como um intermediario priméario de
degradacdo do IPA, enquanto o acido acético, acido oxalico e acido formico foram
identificados como intermediarios secundarios em todos os AOPs. Possivelmente
houve a formacao desses compostos no estudo realizado, no qual pode ser a origem
da toxicidade observada a partir de 120 min.

Ja para o etanol, todos os tempos testados, exceto de 90 min, observou-se
efeito inibitério. O tempo de 90 min também teve um ICR de 0,8, que de acordo com
a andlise estatistica, ndo foi significativo.

Utzig et al. (2019) realizou testes com acetronitrila, tratadas por fotélise UVC
por 180 minutos, em condi¢cdes semelhantes de tratamento. Também foi observado
efeito inibitério pelo solvente testado em ambos 0s processos ap0s 0s tratamentos
para sementes de alface.

Lima (2017) realizou um estudo dos solventes organicos acetonitrila, acetona
e metanol, utilizando sementes de alface apds tratamento do solvente por radiacao
UVC por 180 minutos. Os solventes acetonitrila e acetona na concentracao de 0,2 %
em solu¢cdo aquosa, ndo submetidos a nenhum processo, ndo foram observados
efeitos no crescimento das radiculas. O mesmo ndo ocorreu para o metanol sendo o
seu efeito classificado como inibitorio. Esse efeito negativo do metanol em sementes
ja havia sido relatado por Waris et al. (2016) em que as sementes de Triticum
aestivum L. (trigo) e Zea mays (milho) quando expostas ao extrato aquoso de
Camellia sinensis (cha da india) tiveram uma redu¢édo na germinacao e crescimento
enquanto que no extrato metandlico a germinacdo foi totalmente suprimida,
revelando o efeito inibitério do metanol. A acetonitrila e acetona apos fotdlise
apresentaram um efeito néo significativo, diferentemente do metanol. Assim como
para o metanol, algo semelhante pode ter ocorrido para o etanol, resultando na
inibicdo de quase todos os tempos testados.
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Tabela 2. Fitoxicidade de solucbes de acetona e etanol (0,2%) antes e ap6s UVC/H;O, em
Lactuca sativa.

Acetona Etanol

Cv IG _ CVv IG _
Amostra Crad (cm) ICR  Efeito Crad (cm) ICR Efeito
(%) (%) (%) (%)
Controle
_ 24+08°¢* 291 - - - 2,1+0,79* 37,2 - - -
negativo
0 min 26+08¢* 315 100 1,0 SES 1,2+0,8 67,0 100 0,5 I
30 min 22+06°* 28,6 100 1,0 SES |20+1,09* 515 100 0,9 SES
60 min 1,3+05* 36,4 100 0,5 I 09+05* 50,6 100 0,4 I
90 min 09+03* 324 100 04 I 06+04* 548 100 0,3 I
120 min 08+03* 37,3 100 0,3 I 06+03* 50,7 100 0,3 I
240 min 08+03* 34,6 100 0,3 I 06+02* 322 100 0,3 I
360 min 06+02* 346 100 0,2 I 05+0,1 25,1 100 0,2 I
480 min 08+03* 400 98 0,3 I 04+0,1 344 100 0,2 I

Nota: CV: coeficiente de variacdo; IG: indice de germinacao; Crads: média do comprimento da radicula;

ICR: indice de crescimento relativo; SES: sem efeito significativo; I: inibi¢cdo; *: amostra normal. n=3.

Para a acetona, observa-se que antes do tratamento até o tempo de 30 min,
nao teve efeito significativo. A partir de 60 min, observa-se uma queda no valor de
ICR, resultando na inibicao.

Guo et al. (2014) estudou os subprodutos da acetona formados durante o
processo de UVC/H20:. Identificaram que aldeido piravico, acido piravico, &cido
acético, acido oxalico e acido férmico, como principais intermediarios que
contribuem significativamente para a degradacao total da acetona, ilustrada na
Figura 1 citada anteriormente. No presente estudo, podem-se ter formado as
espécies citadas, no qual conferiram a toxicidade observada.

JA para o etanol, todos os tempos testados, exceto de 30 min,
semelhantemente a fotolise, observou-se efeito inibitorio.

Utzig et al. (2019) também realizou testes com acetronitrila, tratadas por
processo UVC/H202 por 180 minutos, em condi¢cdes semelhantes de tratamento.
Também foi observado efeito inibitorio apds o tratamento.

Lima (2017) também realizou um estudo dos solventes organicos acetonitrila,
acetona e metanol, utilizando ensaios de Lactuca sativa apés tratamento do solvente

pelo processo UV/H202 por 180 minutos. Os solventes acetonitrila e acetona na



32

concentracdo de 0,2% em solugdo aquosa, ndo submetidos a nenhum processo,
ndo foram observados efeitos no crescimento das radiculas. O mesmo ndo ocorreu
para o0 metanol sendo o seu efeito classificado como inibitério. Ja apds processo
UV/H202, os solventes indicaram um efeito negativo para o desenvolvimento das
sementes de alface. Assim como para o metanol, algo semelhante pode ter ocorrido
para o etanol, resultando na inibicdo de quase todos os tempos testados como na

fotolise.

5.1.2 Ecotoxicidade aguda com Daphnia magna

Apés as 48 h de exposicao, foi possivel calcular a média de organismos
iméveis em cada tempo testado em cada processo com cada solvente,
apresentados na Tabela 4. Nos testes realizados com diluicdo de 50%, com ambos
0s solventes e em ambos 0s processos, ndo foram observados organismos iméveis.

Tabela 3. Média de individuos iméveis de Daphnia magna, para os processos fotélise e
UVC/H,0, para acetona e etanol 0,2%.

Individuos Iméveis (%)

Tempo ACETONA ETANOL
(min) Fotodlise UVC/H,0- Fotolise UVC/H20>
0 100 100 90 100
30 0 3,3 6,7 93,3
60 53,3 50,0 100 100
90 33,3 43,3 80 100
120 93,3 3,3 100 100
240 100 93,3 86,7 100
360 100 96,7 100 100
480 100 0 93,3 100
n=3

Na fotélise com a acetona, inicialmente observou-se 100% de individuos
imoveis, diminuindo para 0% (30 min), porém aumentando de 53,3 a 100% nos

tempos posteriores a 30 min. Foi observado, a partir de 90 min, que a solucéao ficou
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turvada e amarelada provavelmente causada pela formagéo de algum subproduto de
degradagdo. No caso do UVC/H202, sugere-se que o0s subprodutos formados
durante o tratamento possuem diferentes niveis de toxicidade, sendo mais ou menos
toxicos que seu predecessor. Ja com o etanol, inicialmente observou-se 90% de
individuos iméveis, diminuindo para 6,7% (30 min), porém variando de 80 a 100%
nos tempos posteriores a 30 min. No caso do UV/H202, de 0 a 30 min a imobilidade
dos individuos variou de 100% para 93%, e, em tempos superiores, voltou para
100%.

Utzig (2016) também realizou testes agudos com D. magna para o solvente
acetronitrila e metanol. O metanol apresentou toxicidade mesmo sem tratamento.
Apos fotdlise UVC e processo UVC/H202, com ambos os solventes, foi observado
efeito agudo, resultando em 100% de imobilidade dos organismos. Também foi
realizado ensaios de genotoxicidade com Danio rerio, no qual o solvente tratado por
processo UVC/H202 causou a mortalidade de todos os peixes expostos, indicando
novamente que os efeitos tdéxicos sdo provenientes da presenca de subprodutos de
degradacédo da acetonitrila.

Lima (2017) também observou toxicidade dos solventes organicos acetonitrila,
acetona e metanol, utilizando ensaios de D. magna apdés tratamento do solvente por
radiacdo UVC e pelos processos UV/H20: e foto-Fenton por 180 minutos.

Slotkin et al. (2009) avaliaram os efeitos de diferentes graus de irradiacéo
UVC de clorpirifés (CPF) avaliando a potencial neurotoxicidade dos produtos em
células PC12, um modelo de neurodesenvolvimento derivado de feocromocitoma
que recapitula os principais mecanismos e resultados do CPF nos efeitos sobre o
cérebro em desenvolvimento in vivo. As células PC12 permitem a deteccdo de
efeitos adversos no ciclo celular. No presente estudo, examinaram os efeitos da CPF
antes e depois da fotélise em células PC12 indiferenciadas e diferenciadas em
relagdo a sintese de DNA e aos indices de numero de células e crescimento de
neuritos. Também avaliaram a proteina total, que aumenta com o crescimento
celular, e a proteina de membrana, que aumenta com a formacdo de neurites.
Foram conduzidos experimentos de controle com metanol puro sob as mesmas
condicoes de irradiagdo do CPF. A concentracao final de metanol no meio de cultura
variou de 16 a 47 mM (0,05 a 0,15%), e o mesmo veiculo foi adicionado as culturas
controle. Sem tratamento, o metanol nao teve efeito sobre a proliferacao,

crescimento ou diferenciacdo de ceélulas PC12. Apés a fotdlise o metanol teve um
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efeito inibitério menor e significativo que foi revelado na concentracdo mais alta,
provavelmente representando a formacéo de produtos toxicos tais como formaldeido
e acido formico. Como observado para o metanol, 0 mesmo pode ter ocorrido em
relacdo ao etanol, o qual pode ser a origem da toxicidade observada durante a
degradacédo nos testes com D. magna e L. sativa.

Wu et al. (2008) estudaram alguns AOPs para decomposi¢cdo do alcool
isopropilico (IPA). A acetona foi identificada como um intermediario primario de
degradacdo do IPA, enquanto o acido acético, acido oxalico e acido formico foram
identificados como intermediarios secundarios em todos os AOPs. Possivelmente
houve a formacao desses compostos no estudo realizado, no qual pode ser a origem
da toxicidade observada durante a degradacao nos testes com D. magna e L. sativa.

5.1.3 Atividade larvicida em Aedes aegypti

Em ambos os processos, em todos os tempos testados, ndo se observaram
individuos iméveis. Este teste apresenta resposta na presenca de compostos
organofosforados, como o malathion, usado para matar este tipo de larva. No caso
dos compostos organofosforados, um dos motivos de resposta é devido ao fato de
serem inibidores da enzima acetilcolinesterase. O modo de inibicdo enzimatica é
considerado irreversivel, uma vez que a enzima acetilcolinesterase se torna
fosforilada apdés a reacdo com organofosforados, impedindo a transmissdo de
impulsos nervosos em algumas fibras do sistema nervoso, a transmissdo neuro-
humoral do nervo motor estriado e na transmissao de algumas sinapses interneurais
do sistema nervoso central (AZEVEDO,; CHASIN, 2003; OGA; CAMARGO;
BATISTUZZO, 2008).

Uma vez que os solventes serdo utilizados em outros trabalhos do grupo
como solvente para auxiliar na dissolugdo de compostos organofosforados, o0s
resultados desse projeto mostram que os efeitos futuros que possam ser observados
em testes de tratamento do pesticida em presenca de acetona ou etanol 0,2% nas
condi¢cbes testadas, ndo sdo provenientes do solvente ou de seus subprodutos

formados durante o tratamento.
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6 CONCLUSOES

A utilizacdo de solventes organicos para a dissolugcdo de substancias pouco
soltveis é um método bastante utilizado que permite obter uma solucdo homogénea,
sendo que o solvente funciona como um facilitador para a posterior dissolucdo do
composto em meio aquoso. Porém, torna-se necessario um teste preliminar para
certificar que esse solvente ndo interfira negativamente na toxicidade.

Observou-se para a acetona, no caso da fotélise, um comportamento
semelhante em relacdo aos resultados para Dapnhia magna e Lactuca Sativa, um
aumento na toxicidade a partir de 120 min. O mesmo néo foi observado para o
UVC/H20:2. J4 para o etanol, o comportamento também é observado. Na fotdlise, no
tempo de 90 min, para Lactuca Sativa observa-se efeito ndo significativo e para
Dapnhia magna, no mesmo tempo, possui uma porcentagem menor de organismos
imoveis quando comparado a tempos superiores. O mesmo se repete para
UVC/H202, porém no tempo de 30 min.

Através das analises realizadas, foi possivel observar que ambos o0s
solventes possuem toxicidade em decorrer do tratamento, porém a acetona mostrou-
se com menor interferéncia quando comparado ao etanol, levando em consideracéo

os resultados para Dapnhia magna e Lactuca Sativa.
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ANEXO A — Composicao da agua de diluicdo de Daphnia magna

Solugdes para o preparo da agua de dilui¢céo

Solucédo 1 do meio de cultivo 3,2 mL para 1000 mL de solucéo
Solucéo 2 do meio de cultivo 0,8 mL para 1000 mL de solucéo
Solucéo 3 do meio de cultivo 0,8 mL para 1000 mL de solucéo
Solucédo 4 do meio de cultivo 0,8 mL para 1000 mL de solucéo

Preparo da agua de diluicédo

Para o preparo de 1000 mL de agua de diluicdo utilizar os volumes das
solucdes 1 a 4 descritos acima e completar com agua destilada. A solucao deve ser
aerada por pelo menos 12 h antes da utilizacdo. O pH da agua deve estar entre 7,6
e 8,0.

Solugdes para o preparo do meio de cultivo*

1 CaCl2.2H20 73500

Dissolver e diluir a
3 KCl 5800 processada
4 NaHCO3 64800

*Descritas pela ABNT NBR 12713:2009



ANEXO B — Carta controle de sensibilidade para Dapnhia magna

Concentracdo (mg/L)

60
55
50
45
40
35
30
25

20

+

5 6
N° do Teste

| —e—Resultados ——Média |
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16/02/2018
09/05/2018
24/05/2018
08/08/2018
19/08/2018
15/08/2018
16/08/2018
29/08/2018

38,06
40,32
36,61
34,63
42,00
41,17
39,04
40,16

10



