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INTRODUGAO:

O uso de colorantes (corantes e pigmentos) naturais ou sintéticos, para dar cor aos mais diversos
objetos remonta a pré-historia (TORRES et al., 2016). Durante o século XIX, os sintéticos se tornaram
predominantes industrialmente, por conta da maior facilidade de aplicacdo e baixo custo (CARDON,
2010). Atualmente, sua atuacao permeia industrias de alimentos, cosméticos, couros, papéis, plasticos
ou tecidos (BRUDZYNSKA; SIONKOWSKA; GRISEL, 2021). Grande parte dos colorantes sintéticos sdo
téxicos para organismos aquaticos (BERRADI et al., 2019; FREEMAN et al., 2019). Com sua fabricagao
e uso em larga escala, os colorantes sintéticos tém permeado os ecossistemas e ja foram detectados
nos corpos hidricos (UMBUZEIRO et al., 2005; ARDILA-LEAL et al., 2021), sendo considerados
contaminantes emergentes (RASHEED et al., 2019).

Em resposta a essa problematica, a busca por alternativas sustentaveis, como a producao verde
de colorantes naturais, tem ganhado forga (NAMBELA; HAULE; MGANI, 2019). No entanto, a toxicidade
desses colorantes para organismos aquaticos também precisa ser avaliada, pois, embora tenham
potencial para serem menos téxicos que os sintéticos usados pelo mercado (WILLIAMS et al., 2022),
alguns naturais apresentam toxicidade até superior que os sintéticos (FARIAS et al., 2023).

Além da busca por colorantes naturais mais sustentaveis, também vém sendo investigados
métodos de extracdo que ndo sejam prejudiciais para os ecossistemas aquaticos, como, por exemplo, a
utilizagéo de solventes verdes (ZHANG et al., 2012). Para ser classificado dessa forma, o solvente deve
ser avaliado em trés aspectos principais: ecotoxicidade, aspectos fisico-quimicos e toxicidade (LOMBA,;
ZURIAGA; GINER, 2019). Entre os mais promissores, estdo os solventes eutéticos profundos (em inglés
deep eutetic solvents - DES). Os DESs sao substancias liquidas a temperatura ambiente, obtidas a partir
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da mistura de duas ou mais substancias, cuja combinagao resulta em um ponto de fusdo menor ao de
seus constituintes devido as ligacdes de hidrogénio (ELGHARBAWY et al., 2023).

Assim, o objetivo deste projeto é avaliar a toxicidade da indigoidina, um corante natural azul, e
de cinco DESs formados por mentol e acidos organicos, empregados na extragao de colorantes naturais,

utilizando o anfipode Parhyale hawaiensis como organismo-teste.

METODOLOGIA:

a. Colorante
A indigoidina (99,5% de pureza), foi obtida da empresa Shanghai Dekang Medical Technology
Limited, Hong Kong.

Figura 1: Estrutura quimica da indigoidina.

NH
0
OH
HN
2~ “SNH
0 S
0
NH

Fonte: Adaptado de PubChem.
b. Solventes
Os DESs foram sintetizados e fornecidos pelo grupo de pesquisa Bioproducts’ Production and
Purification Lab (BioPPul), da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Campus de Araraquara, um parceiro estabelecido do Laboratério de Ecotoxicologia e
Genotoxicidade (LAEG). Cinco formulagdes diferentes foram analisadas neste estudo: L-mentol: Acido
acético, L-mentol: Acido propiénico, L-mentol: Acido hexanoico, L-mentol: Acido octandico e L-mentol:

Acido decanéico (Figura 2).

Figura 2: Estrutura quimica do L-mentol e dos acidos organicos utilizados nas formulagdes dos solventes eutéticos.
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Fonte: Autoria propria.
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c. Preparo de solugées

A indigoidina, devido a sua alta solubilidade, foi dissolvida no meio de cultura do organismo-teste
(dgua do mar reconstituida, salinidade 30), e testada nas concentragbes de 0,01; 0,1; 1,0; 10 e 100 mg
L. Os solventes foram dissolvidos em agua do mar reconstituida sob agitagéo constante, e testados
em cinco concentragdes cada um. Somente agua do mar reconstituida foi utilizada como controle

negativo.

d. Teste de toxicidade aguda com Parhyale hawaiensis

O teste de toxicidade aguda com o anfipode marinho P. hawaiensis foi realizado de acordo com
o método estabelecido por Artal et al. (2018). Para o ensaio, foram preparadas 5 concentragdes, além
do controle negativo. Em cada concentracdo, foram utilizados 24 neonatos (< 7 dias), obtidos de maes
com 8 a 10 meses, distribuidos individualmente em pogos contendo 200 uL de solugdo. Os testes tiveram
duracgao de 96 horas, com fotoperiodo de 12h de luz:12h de escuro e temperatura de 24 + 2 °C. Apds o
periodo de exposicdo, os pogos foram observados em estereomicroscépio € o0 numero de organismos
mortos foi contado. Os testes foram considerados validos quando a mortalidade no grupo controle foi
inferior a 10%. Adicionalmente, foram realizados testes de sensibilidade periddicos com sulfato de zinco

(ZnS0O,) como substancia de referéncia para conferir a aceitabilidade da cultura (USEPA, 2001).

e. Andlise estatistica

Para realizar a analise dos testes de toxicidade aguda com P. hawaiensis foi utilizado o modelo
logistico generalizado do pacote gimnet (FRIEDMAN et al., 2010), no software R (RSTUDIO TEAM,
2021), para célculo da concentragao letal para 50% dos organismos (CL50) e o intervalo de confianca
de 95% (IC).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A indigoidina ndo apresentou toxicidade para P. hawaiensis nas condi¢des testadas (Tabela 1).

Tabela 1: Teste de toxicidade aguda (96h) da indigoidina com P. hawaiensis.

~ Mortalidade

Concentragao (mg L") Total %
0 0 0

0,01 1 4,2

0,1 0 0

1,0 2 8,3

10 1 4,2

100 1 4,2

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 3: Curvas concentragéo-resposta dos testes de toxicidade aguda (96h) para todos os DESs com P. hawaiensis,
incluindo suas respectivas concentracgoes letais de 50% (CL50) e intervalos de confianga de 95% (IC de 95%).

100 1 L-mentol: Acido acético L-mentol: Acido propiénico 5o L-mentol: Acido hexandico s
P 09% s

CL50: 0,0024% CL50: 0,0008% oiAZ ° % CL50: 0,000

80 -{ 95% IC: 0,0019-0,0028% lld 80 -{ 95% IC: 0,0004-0,0013% e 95% IC: 0,00005-0,00014% ,
’
o ' o -
° © -
§ 60 ] g o0 - o 60 9,'
g : g ‘
S 40 : S 40 40 5
= 1 = o,
20 ¥ 20 et 20
© & e o -8
0 e e 0 & mmmmm e S ° 0 Qemmme - == °
T T T T T T T T T
0 0.001 0.01 0.1 0 1e-04 0.001 0.01 1e-04 0.001 0.01
Concentra¢do Concentragdo cdo
100 L-mentol: Acido octandico 100°5 L-mentol: Acido decandico
CL50: 0,0022% CL50: 0,007%
80 95% IC: 0,002-0,0023% o6 80 -| 95% IC: 0,005-0,009%
o . o o
§ 60 8§ 60 P
s 7 |
5 40 5 40+ o s
= ’ = P
’
20 7 20 -
L ~ T e %
0{o-----"- D el o-- 0{&---=--==-=-
T T T T T T T
0 1e-05 1e-04 0.001 0.01 0 1e-04 0.001 0.01

Concentragao Concentragao

Fonte: Autoria propria.

O DES com menor CL50 foi a mistura de L-mentol e acido hexandico, com CL50 de 0,00009%,
sendo considerado o mais téxico entre os cinco testados. Para melhor compreensao sobre o efeito
observado dos solventes, testes adicionais seréo realizados usando os componentes individuais, acidos

e mentol separadamente. Além disso, serdo realizadas triplicatas de cada teste para reforgar a robustez

dos CL50 calculados.

CONCLUSOES:

A indigoidina n&o apresentou toxicidade para P. hawaiensis, mostrando-se uma opg¢ao
promissora como colorante sustentavel. No entanto, € importante a realizacdo de testes com outros
organismos para confirmagao desses resultados.

No caso dos solventes eutéticos profundos (DES), por todos apresentarem toxicidade para o
organismo-teste, sua classificagdo como um solvente verde deve ser feita com cautela e reavaliada,
incluindo testes de ecotoxicidade. Para compreender melhor a toxicidade observada, novos testes seréo

realizados com os componentes isoladamente, o que podera auxiliar no desenvolvimento de outras

formulagdes de DES.
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