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INTRODUCAO:

O corante alizarina (1,2-dihidroxiantraguinona) é uma antraquinona usualmente extraida da planta Rubia tinctorum.
Dessa planta também € possivel extrair o madder, um corante amplamente utilizado no tingimento de tecidos, que possuli
majoritariamente alizarina em sua composicdo™. Portanto, a alizarina pode atingir o ecossistema aquatico através do
lancamento dos efluentes das indUstrias téxteis. A alizarina apresentou toxicidade aguda para planta aquatica Lemna gibbal?,
para fitoplanctont e para o peixe Danio reriol*l. Dessa forma, € importante complementar informag@es sobre os efeitos adversos
que a alizarina pode causar em diferentes organismos, incluindo a resposta ap6s exposicao a diferentes condicoes de luz, tendo
em vista que no ambiente aquatico, a reacdo de fotossensibilizacdo das antraquinonas pode gerar espécies reativas de oxigéniol®.
Diante disso, 0 presente projeto teve como objetivo avaliar a toxicidade da alizarina para a alga Raphidocelis subcapitata, para
0 microcrustaceo de agua doce Daphnia similis, o anfipode marinho Parhyale hawaiensis e o peixe de dgua doce Danio rerio.
Com esses resultados, foi possivel estabelecer um Critério de Qualidade da Agua para Protecdo da Vida Aquatica (CQA) para
a alizarina, que é um limite no qual concentragdes inferiores a ele ndo causarao efeitos adversos aos organismos aquaticos. Por
fim, verificou-se a toxicidade fotoinduzida da alizarina utilizando ensaios de toxicidade aguda com D. similis em diferentes

condi¢des de fotoperiodo.

METODOLOGIA:

1. Amostra-teste
A alizarina (CAS number: 72-48-0, 97,1% de pureza, Tokyo Chemical Industry, Figura 1) O OH
foi dissolvida em dimetilsuféxido (DMSO), pois € um composto com baixa solubilidade em agua. CH
Em DMSO, a solubilidade da alizarina foi 1,93 g/L. Para a realizacdo dos testes de toxicidade O‘O
o}

aguda é permitido que tenha, no maximo, 0,01% de DMSO nos meios de exposicaol®l. Portanto, a

Figura 1. Estrutura quimica da

maxima concentracdo de alizarina nos testes de toxicidade aguda foi definida como 193 pg/L. alizarina

2. Testes de toxicidade
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Todos os organismos utilizados para os testes de toxicidade sdo cultivados no Laboratério de Ecotoxicologia e
Genotoxicidade (LAEG), localizado na Faculdade de Tecnologia (FT) da Unicamp. Foi realizado teste de toxicidade cronica
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 especifica¢fes para a realizacdo dos ensaios. Para os testes com R. subcapitata,
D. similis e D. rerio foram utilizadas as seguintes concentracdes de alizarina: 12,1; 24,1; 48,3; 96,5 e 193 pg/L. Para o teste
com D. rerio, utilizou-se as seguintes concentracdes: 4,7; 9,4; 12; 18,8; 24; 35; 45; 48; 60; 75; 96; 100 e 193 ng/L.

Tabela 1. Especificacdes das metodologias dos testes de toxicidade
Organismo Exposicao Controles Método Protocolo
Positivo: carta-
72h,24+2°C, controle com NaCl

O teste foi feito em Erlenmeyer onde foi

R. luz e agitagéio _ co_Iocado 0 meio de cultivo da ?Ig,a, a OECD 201
subcapitata 5 . alizarina e a biomassa algal (1x10% cél/mL).
continuas Solvente: DMSO : . <
0,01% Foram feitas 3 replicatas por concentracao.
48 h,22+2°C Positivo: carta-
com controle com NaCl O teste foi realizado em tubos de ensaio
- . ABNT
D. similis fotoperiodo de com 5 neonatos (6 — 24 h) em cada tubo. 12 713[e]
16 hluz:8 h Solvente: DMSO Foram feitas 4 replicatas por concentragéo. '
escuro 0,01%
9h,242°C Positivo: carta- O teste foi realizado em microplacas de 96
com controle com Zn -
P. . pocos sendo que em cada pogo foi colocado Artal et al.,
S fotoperiodo de : ; o1
hawaiensis : . 1 neonato (< 7 dias). Foram realizadas 24 2018
12 hluz:12 h Solvente: DMSO replicatas por concentracio
escuro 0,01% P P §ao.
168 h, 26 + 1°C  Positivo: 4 mg/L de O teste foi realizado em microplacas de 24
com 3,4-dicloroanilina pogos e, em cada poco, foi colocado 1
D. rerio* fotoperiodo de embrido (coletado imediatamente apds a OECD 236/
12 hluz:12 h Solvente: DMSO fertilizagdo). Foram feitas 20 replicatas por
escuro 0,01% concentracéo.

* O estudo com os embrides de D. rerio foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) (protocolo n° 5645-1/2020).

Ao final do teste com R. subcapitata, mediu-se a inibi¢do do crescimento a partir de uma correlagdo entre o nimero de
células com a absorbancia, medida por um espectrofotémetro, a um comprimento de onda de 440 nm. Para a analise estatistica,
esses dados foram analisados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, indicando que eles sdo ndo paramétricos. Portanto, para
verificar a existéncia de diferencas significativas (p < 0,05) foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc de Mann-
Whitney. Se observado diferencas significativas, calculou-se a concentragdo de inibicdo 50% (Clso), isto é, a concentracao
responsavel por inibir o crescimento de 50% dos organismos.

Para D. similis foi observado a imobilidade para, entdo, calcular uma concentracdo de efeito 50% (CEso). Para P.
hawaiensis e D. rerio observou-se a mortalidade e, portanto, calculou-se a concentracdo letal 50% (CLso). Para os célculos da
Clso, CEsp e CLso utilizou-se regressao logistica a partir do modelo de ajuste drm() que é uma funcao do pacote drc() disponivel

no software RStudio.

3. Célculo do Critério de Qualidade da Agua para Protecéo da Vida Aquética (CQA)

O célculo do CQA foi feito de acordo com as diretrizes europeias*, levando em considerando o valor mais sensivel
dentre os Clso, CEso € CLso obtidos nesse trabalho. A esse valor foi necessario aplicar um fator de avaliacdo (FA) que pode
variar de 10 a 1000. O fator de avaliacdo € aplicado para que as condi¢Ges laboratoriais possam ser extrapoladas para as
condi¢des ambientais e é escolhido a partir dos dados que se tem disponivel. Para esse estudo, serdo considerados os valores
de toxicidade obtidos para todos os organismos utilizados na pesquisa, ou seja, a Clso da R. subcapitata, CEsqe da D. similis e

CLso da P. hawaiensis e do D. rerio.
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4. Avaliacéo do efeito da luz na toxicidade da alizarina

Para a realizagdo do teste agudo com D. similis utilizou-se mesma metodologia descrita no topico 2, alterando-se apenas
o fotoperiodo. 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 periodo de exposicdo. Para isso, foi realizada uma anéalise
espectrofotométrica de uma solucéo de alizarina (193 pg/L) no meio MS. A absorbancia foi medida com um espectrofotbmetro
UV-Vis. As solugdes foram expostas seguindo as mesmas condi¢des dos testes de toxicidade aguda: 48 h de luz constante, 16:8
h (claro: escuro) e 48 h de escuro. A absorbancia foi medida em 3 momentos: 0 h do teste (antes de iniciar a exposi¢do), 24 h e
48 h ap6s a exposicdo. Como branco, foi utilizada uma amostra do meio MS que também ficou exposta nas mesmas condicdes

de fotoperiodo durante as 48 h. Os graficos de absorbancia foram construidos usando o software RStudio.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

1. Testes de toxicidade

A alizarina ndo inibiu o crescimento de R. subcapitata (Cls > 193 pg/L) e ndo causou 3 ﬁ x
letalidade a neonatos P. hawaiensis (CLsy > 193 pg/L). Trés antraquinonas naturais com ’ '
estruturas quimicas semelhante a alizarina (dermocybin, dermorubin e emodin) também néo

inibiram o crescimento de R. subcapitata e ndo causaram letalidade a neonatos de P. Figura2. Comparagéo do trato digestorio
de neonatos de Parhyale hawaiensis

hawaiensist'>*3l, Mesmo n&o observando letalidade aos neonatos de P. hawaiensis foi possivel — expostos a alizarina por 96 h. A seta

i i vermelha indica o corante no organismo.
observar o corante dentro dos organismos (Figura 2).

Para D. similis, a alizarina apresentou um CEsp de 90,3 * 2
™1 CE,,=90,3 pgiL

Mg/L ap6s 48 h de exposicdo (Figura 3A), sendo possivel ﬁ\

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

antraquinonas naturais também apresentaram toxicidade paraD. ... ..

Alizarina pgil OMSO 0,01% Alizarina 193 piL

similis: o madder apresentou um CEsp de 4400 pg/L™¥, o
. 1 . Figura 3. A: Curva de concentracdo x imobilidade e concentragdo de
dermocybin um CEso de 510 pg/L! e, 0 emodin um CEso de  efeito 50% (CEso) para Daphnia similis apés 48 h de exposicio (n=20).

B: Alizarina dentro do trato digestério da D. similis. A seta vermelha
13
130 pg/LR3 indica o corante.

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

>

CL 5= 45,8 pg/L
.

45,8 ug/L apds 168 h de exposicao (Figura 4A). Além

5883883

Mortalidade (%)

disso, foi possivel observar curvatura anormal da cauda

dos organismos a partir das 48 h de teste. Ap6s 96 h, todas . .;,.l;«'"l

as concentracOes a partir da concentracdo de 24,1 pg/L, T T T A
apresentaram mais que 10% dos organismos vivos com e o d8h

curvatura anormal da cauda (Figura 4B). Apds as 168 h de @ ° o208t .
exposicao foi possivel calcular uma concentragéo de efeito ‘ @; 3 . A
10% (CEio) de 20,8 pg/L para a curvatura anormal da n—_ P E

cauda (Figura 4C). Os corantes dermocybinid, = I [
dermorubin* e 0 emodin[**! apresentam os seguintes CLso ' //; ", ‘ ’ . '

para os embriGes de peixe-zebra apos 168 h de exposicao: Figura 4.A: Curva de concentragdo x mortalidade e concentragdo letal 50%

2.440, > 1.000 e 25 pg/L, respectivamente. Portanto, em (CEso) para Danio rerio ap6s 168 h de exposicéo (n=20). B: Embrides de D.
rerio com curvatura anormal na cauda apds 48 h e 168 h de exposicéo. C:

Curva de concentragdo x curvatura anormal.
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comparagdo com essas trés antraquinonas naturais, o emodin foi mais toxico que a alizarina para embriGes de peixe zebra.

2. Calculo do CQA
Para o calculo do CQA escolheu-se um FA de 1000 pois ha 3 valores de testes agudos para 3 niveis tréficos diferentes:
alga, crustaceo e peixel*!. O resultado do teste com R. subcapitata (Clso) foi considerado como um resultado de teste agudo,
seguindo as diretrizes europeias*!l. Os embrides de D. rerio foram o organismo mais sensivel, portanto, o valor de CLso de 45,8
ug/L foi dividido por 1000, obtendo um CQA de 0,046 pg/L. Isso significa que a alizarina ndo apresenta risco aos organismos

aquaticos se estiver presente na &gua em concentracdes abaixo de 0,046 ug/L.

3. Avaliacdo do efeito da luz na toxicidade da alizarina
Valores de CEsy foram definidos para exposi¢éo a luz A
100 CE.= 68,6 pg/L. A ——————— -

(105 pg/L) e escuro (68,6 pg/L) da D. similis a alizarina of IS
(Figura 5A). Na analise espectrofotométrica observou-se que

Imobilidade (%)
8

Luz

antes da exposicao a alizarina tinha picos de absorbancia em

I
1
1
1
1
'
I i ~ - Fotoperiodo
1
1
'
'
1

250 e 530 nm. Na literatura, foi reportado que a alizarina 10

dissolvida em metanol possui picos de absorbancia em 430

Luz Alizarina pg/L

£ o2

nmi*sl. Como o metanol é um solvente polar, espera-se que

010

ocorra um solvatocromismo negativo, que é quando o pico o e e

430 530 630 730

Absorbancia 09

Comprimento de onda (nm)

de absorbancia de uma determinada substancia desloca-se

C  Fotoperiodo
para um comprimento de onda menor devido ao meioem que 5; A
esta dissolvidal*®l, Portando, o pico de 530 nm € consistente i Kia s ——— .
com o valor da literatura. Depois de 48 h de exposicdo em — Comedimams 4 s
luz constante (Figura 5B), os picos se deslocaram para 270e . oz
570 nm, indicando que o corante sofreu degradacio. Na 1 A e e ___
condicéo de 16:8 h (claro:escuro) (Figura 5C), observa-se um 7 | " e ”

= OQh === 24h 48h

leve deslocamento seguindo o0 mesmo padrdo que a
Figura 5. A: Curva concentragdo x imobilidade e concentracdo de efeito 50%

exposicdo a luz constante. No escuro (Figura 5D), os picos (CEso) para Daphnia similis apds 48 h de exposicao no escuro, em
da alizari ti tant | das 48 h d fotoperiodo 16:8 h (claro:escuro) e luz constante. Espectro UV-Vis da
a alizarina se mantiveram constantes ao fongo aas e solugdo de alizarina (193 pg/L) ap6s exposicdo a luz.

exposicdo. E possivel observar que ha uma diminuicio da
toxicidade quando a exposicdo acontece em luz constante. Entretanto, em todas as condicGes testadas, a alizarina pode ser

classificada como categoria 1 da toxicidade aquatica do Global Harmonization System (GHS)!],

CONCLUSOES:

A alizarina ndo apresentou toxicidade cronica para R. subcapitata e aguda para P. hawaiensis. Para D. similis e D. rerio,
a alizarina apresentou CEso/CLso de 90,3 pg/L de 45,8 pg/L, respectivamente. Com isso, foi possivel calcular um CQA de 0,046
Mg/L para o corante. Na avaliacdo do efeito da luz na toxicidade da alizarina, verificou-se que a composto possui a tendéncia
de se degradar quando exposto a luz e, com isso, a toxicidade do composto tende a diminuir. Entretanto, mesmo com essa
diminuicdo na toxicidade, a alizarina pode ser classificada na categoria 1 de toxicidade aquética do GHS. Conclui-se que este

estudo contribuiu para melhor compreender o perigo da alizarina para o ambiente aquatico. Considerando a importancia da
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alizarina como um corante para a indUstria téxtil, esses dados podem ser usados posteriormente para a avaliacdo de risco deste

composto.
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