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INTRODUÇÃO: 

O corante alizarina (1,2-dihidroxiantraquinona) é uma antraquinona usualmente extraída da planta Rubia tinctorum. 

Dessa planta também é possível extrair o madder, um corante amplamente utilizado no tingimento de tecidos, que possui 

majoritariamente alizarina em sua composição[1]. Portanto, a alizarina pode atingir o ecossistema aquático através do 

lançamento dos efluentes das indústrias têxteis. A alizarina apresentou toxicidade aguda para planta aquática Lemna gibba[2], 

para fitoplâncton[3] e para o peixe Danio rerio[4]. Dessa forma, é importante complementar informações sobre os efeitos adversos 

que a alizarina pode causar em diferentes organismos, incluindo a resposta após exposição a diferentes condições de luz, tendo 

em vista que no ambiente aquático, a reação de fotossensibilização das antraquinonas pode gerar espécies reativas de oxigênio[5]. 

Diante disso, o presente projeto teve como objetivo avaliar a toxicidade da alizarina para a alga Raphidocelis subcapitata, para 

o microcrustáceo de água doce Daphnia similis, o anfípode marinho Parhyale hawaiensis e o peixe de água doce Danio rerio. 

Com esses resultados, foi possível estabelecer um Critério de Qualidade da Água para Proteção da Vida Aquática (CQA) para 

a alizarina, que é um limite no qual concentrações inferiores a ele não causarão efeitos adversos aos organismos aquáticos. Por 

fim, verificou-se a toxicidade fotoinduzida da alizarina utilizando ensaios de toxicidade aguda com D. similis em diferentes 

condições de fotoperíodo.  

METODOLOGIA: 

1. Amostra-teste 

A alizarina (CAS number: 72-48-0, 97,1% de pureza, Tokyo Chemical Industry, Figura 1) 

foi dissolvida em dimetilsufóxido (DMSO), pois é um composto com baixa solubilidade em água. 

Em DMSO, a solubilidade da alizarina foi 1,93 g/L. Para a realização dos testes de toxicidade 

aguda é permitido que tenha, no máximo, 0,01% de DMSO nos meios de exposição[6]. Portanto, a 

máxima concentração de alizarina nos testes de toxicidade aguda foi definida como 193 µg/L. 

2. Testes de toxicidade 

Figura 1. Estrutura química da 

alizarina 
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Todos os organismos utilizados para os testes de toxicidade são cultivados no Laboratório de Ecotoxicologia e 

Genotoxicidade (LAEG), localizado na Faculdade de Tecnologia (FT) da Unicamp. Foi realizado teste de toxicidade crônica 

com R. subcapitata e testes de toxicidade aguda com D. similis, P. hawaiensis e D. rerio. A Tabela 1 apresenta os protocolos 

utilizados para cada organismo bem como as especificações para a realização dos ensaios. Para os testes com R. subcapitata, 

D. similis e D. rerio foram utilizadas as seguintes concentrações de alizarina: 12,1; 24,1; 48,3; 96,5 e 193 µg/L. Para o teste 

com D. rerio, utilizou-se as seguintes concentrações: 4,7; 9,4; 12; 18,8; 24; 35; 45; 48; 60; 75; 96; 100 e 193 μg/L.  

Tabela 1. Especificações das metodologias dos testes de toxicidade 

Organismo Exposição Controles Método Protocolo 

R. 

subcapitata 

72 h, 24 ± 2°C, 

luz e agitação 

contínuas 

Positivo: carta-

controle com NaCl 

 

Solvente: DMSO 

0,01% 

O teste foi feito em Erlenmeyer onde foi 

colocado o meio de cultivo da alga, a 

alizarina e a biomassa algal (1x104 cél/mL). 

Foram feitas 3 replicatas por concentração.  

OECD 201[7] 

D. similis 

48 h, 22 ± 2 °C 

com 

fotoperíodo de 

16 h luz:8 h 

escuro 

Positivo: carta-

controle com NaCl 

 

Solvente: DMSO 

0,01% 

O teste foi realizado em tubos de ensaio 

com 5 neonatos (6 – 24 h) em cada tubo. 

Foram feitas 4 replicatas por concentração. 

ABNT 

12.713[8] 

P. 

hawaiensis 

96 h, 24 ± 2°C 

com 

fotoperíodo de 

12 h luz:12 h 

escuro 

Positivo: carta-

controle com Zn 

 

Solvente: DMSO 

0,01% 

O teste foi realizado em microplacas de 96 

poços sendo que em cada poço foi colocado 

1 neonato (≤ 7 dias). Foram realizadas 24 

replicatas por concentração. 

Artal et al., 

2018[9] 

D. rerio* 

168 h, 26 ± 1°C 

com 

fotoperíodo de 

12 h luz:12 h 

escuro 

Positivo: 4 mg/L de 

3,4-dicloroanilina 

 

Solvente: DMSO 

0,01% 

O teste foi realizado em microplacas de 24 

poços e, em cada poço, foi colocado 1 

embrião (coletado imediatamente após a 

fertilização). Foram feitas 20 replicatas por 

concentração. 

OECD 236[10] 

* O estudo com os embriões de D. rerio foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Campinas 

(UNICAMP) (protocolo nº 5645-1/2020). 

Ao final do teste com R. subcapitata, mediu-se a inibição do crescimento a partir de uma correlação entre o número de 

células com a absorbância, medida por um espectrofotômetro, a um comprimento de onda de 440 nm. Para a análise estatística, 

esses dados foram analisados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, indicando que eles são não paramétricos. Portanto, para 

verificar a existência de diferenças significativas (p < 0,05) foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc de Mann-

Whitney. Se observado diferenças significativas, calculou-se a concentração de inibição 50% (CI50), isto é, a concentração 

responsável por inibir o crescimento de 50% dos organismos.  

Para D. similis foi observado a imobilidade para, então, calcular uma concentração de efeito 50% (CE50). Para P. 

hawaiensis e D. rerio observou-se a mortalidade e, portanto, calculou-se a concentração letal 50% (CL50). Para os cálculos da 

CI50, CE50 e CL50 utilizou-se regressão logística a partir do modelo de ajuste drm() que é uma função do pacote drc() disponível 

no software RStudio.  

3.  Cálculo do Critério de Qualidade da Água para Proteção da Vida Aquática (CQA) 

O cálculo do CQA foi feito de acordo com as diretrizes europeias[11], levando em considerando o valor mais sensível 

dentre os CI50, CE50 e CL50 obtidos nesse trabalho. A esse valor foi necessário aplicar um fator de avaliação (FA) que pode 

variar de 10 a 1000. O fator de avaliação é aplicado para que as condições laboratoriais possam ser extrapoladas para as 

condições ambientais e é escolhido a partir dos dados que se tem disponível. Para esse estudo, serão considerados os valores 

de toxicidade obtidos para todos os organismos utilizados na pesquisa, ou seja, a CI50 da R. subcapitata, CE50 da D. similis e 

CL50 da P. hawaiensis e do D. rerio.  
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4. Avaliação do efeito da luz na toxicidade da alizarina 

Para a realização do teste agudo com D. similis utilizou-se mesma metodologia descrita no tópico 2, alterando-se apenas 

o fotoperíodo. Foram feitos dois testes, um mantido 48 h em luz constante e o outro 48 h no escuro. Para complementar o 

estudo, verificou-se a degradabilidade do corante no período de exposição. Para isso, foi realizada uma análise 

espectrofotométrica de uma solução de alizarina (193 µg/L) no meio MS. A absorbância foi medida com um espectrofotômetro 

UV-Vis. As soluções foram expostas seguindo as mesmas condições dos testes de toxicidade aguda: 48 h de luz constante, 16:8 

h (claro: escuro) e 48 h de escuro. A absorbância foi medida em 3 momentos: 0 h do teste (antes de iniciar a exposição), 24 h e 

48 h após a exposição. Como branco, foi utilizada uma amostra do meio MS que também ficou exposta nas mesmas condições 

de fotoperíodo durante as 48 h. Os gráficos de absorbância foram construídos usando o software RStudio.  

RESULTADOS E DISCUSSÃO: 

1. Testes de toxicidade 

A alizarina não inibiu o crescimento de R. subcapitata (CI50 > 193 µg/L) e não causou 

letalidade a neonatos P. hawaiensis (CL50 > 193 µg/L). Três antraquinonas naturais com 

estruturas químicas semelhante à alizarina (dermocybin, dermorubin e emodin) também não 

inibiram o crescimento de R. subcapitata e não causaram letalidade a neonatos de P. 

hawaiensis[12, 13].  Mesmo não observando letalidade aos neonatos de P. hawaiensis foi possível 

observar o corante dentro dos organismos (Figura 2).  

Para D. similis, a alizarina apresentou um CE50 de 90,3 

µg/L após 48 h de exposição (Figura 3A), sendo possível 

observar o corante dentro do organismo (Figura 3B). Outras 

antraquinonas naturais também apresentaram toxicidade para D. 

similis: o madder apresentou um CE50 de 4400 µg/L[14], o 

dermocybin  um CE50 de 510 µg/L[12] e, o emodin um CE50 de 

130 µg/L[13].  

Para o D. rerio, a alizarina apresentou um CL50 de 

45,8 µg/L após 168 h de exposição (Figura 4A). Além 

disso, foi possível observar curvatura anormal da cauda 

dos organismos a partir das 48 h de teste. Após 96 h, todas 

as concentrações a partir da concentração de 24,1 µg/L, 

apresentaram mais que 10% dos organismos vivos com 

curvatura anormal da cauda (Figura 4B). Após as 168 h de 

exposição foi possível calcular uma concentração de efeito 

10% (CE10) de 20,8 µg/L para a curvatura anormal da 

cauda (Figura 4C). Os corantes dermocybin[12], 

dermorubin[12] e o emodin[13] apresentam os seguintes CL50 

para os embriões de peixe-zebra após 168 h de exposição: 

2.440, > 1.000 e 25 µg/L, respectivamente. Portanto, em 

Figura 2. Comparação do trato digestório 

de neonatos de Parhyale hawaiensis 

expostos a alizarina por 96 h. A seta 

vermelha indica o corante no organismo. 

Figura 3. A: Curva de concentração x imobilidade e concentração de 

efeito 50% (CE50) para Daphnia similis após 48 h de exposição (n=20). 

B: Alizarina dentro do trato digestório da D. similis. A seta vermelha 

indica o corante. 

Figura 4.A: Curva de concentração x mortalidade e concentração letal 50% 

(CE50) para Danio rerio após 168 h de exposição (n=20). B: Embriões de D. 

rerio com curvatura anormal na cauda após 48 h e 168 h de exposição. C: 

Curva de concentração x curvatura anormal. 
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comparação com essas três antraquinonas naturais, o emodin foi mais tóxico que a alizarina para embriões de peixe zebra. 

 

2. Cálculo do CQA 

Para o cálculo do CQA escolheu-se um FA de 1000 pois há 3 valores de testes agudos para 3 níveis tróficos diferentes: 

alga, crustáceo e peixe[11]. O resultado do teste com R. subcapitata (CI50) foi considerado como um resultado de teste agudo, 

seguindo as diretrizes europeias[11]. Os embriões de D. rerio foram o organismo mais sensível, portanto, o valor de CL50 de 45,8 

µg/L foi dividido por 1000, obtendo um CQA de 0,046 µg/L. Isso significa que a alizarina não apresenta risco aos organismos 

aquáticos se estiver presente na água em concentrações abaixo de 0,046 µg/L. 

 

3. Avaliação do efeito da luz na toxicidade da alizarina 

Valores de CE50 foram definidos para exposição a luz 

(105 µg/L) e escuro (68,6 µg/L) da D. similis à alizarina 

(Figura 5A). Na análise espectrofotométrica observou-se que 

antes da exposição a alizarina tinha picos de absorbância em 

250 e 530 nm. Na literatura, foi reportado que a alizarina 

dissolvida em metanol possui picos de absorbância em 430 

nm[15]. Como o metanol é um solvente polar, espera-se que 

ocorra um solvatocromismo negativo, que é quando o pico 

de absorbância de uma determinada substância desloca-se 

para um comprimento de onda menor devido ao meio em que 

está dissolvida[16]. Portando, o pico de 530 nm é consistente 

com o valor da literatura. Depois de 48 h de exposição em 

luz constante (Figura 5B), os picos se deslocaram para 270 e 

570 nm, indicando que o corante sofreu degradação. Na 

condição de 16:8 h (claro:escuro) (Figura 5C), observa-se um 

leve deslocamento seguindo o mesmo padrão que a 

exposição a luz constante. No escuro (Figura 5D), os picos 

da alizarina se mantiveram constantes ao longo das 48 h de 

exposição. É possível observar que há uma diminuição da 

toxicidade quando a exposição acontece em luz constante. Entretanto, em todas as condições testadas, a alizarina pode ser 

classificada como categoria 1 da toxicidade aquática do Global Harmonization System (GHS)[17]. 

CONCLUSÕES: 

A alizarina não apresentou toxicidade crônica para R. subcapitata e aguda para P. hawaiensis. Para D. similis e D. rerio, 

a alizarina apresentou CE50/CL50 de 90,3 µg/L de 45,8 µg/L, respectivamente. Com isso, foi possível calcular um CQA de 0,046 

µg/L para o corante. Na avaliação do efeito da luz na toxicidade da alizarina, verificou-se que a composto possui a tendência 

de se degradar quando exposto a luz e, com isso, a toxicidade do composto tende a diminuir. Entretanto, mesmo com essa 

diminuição na toxicidade, a alizarina pode ser classificada na categoria 1 de toxicidade aquática do GHS. Conclui-se que este 

estudo contribuiu para melhor compreender o perigo da alizarina para o ambiente aquático. Considerando a importância da 

Figura 5. A: Curva concentração x imobilidade e concentração de efeito 50% 

(CE50) para Daphnia similis após 48 h de exposição no escuro, em 

fotoperíodo 16:8 h (claro:escuro) e luz constante. Espectro UV-Vis da 

solução de alizarina (193 µg/L) após exposição a luz. 
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alizarina como um corante para a indústria têxtil, esses dados podem ser usados posteriormente para a avaliação de risco deste 

composto. 
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