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RESUMO

Auramina € um corante do grupo quimico difenilmetano, e, dentre suas diversas aplicagcdes,
estdo incluidas o tingimento de tecido e de papel. O mesmo pode contaminar o ambiente
aqudtico através do despejo de efluentes. Embora, a sua producgdo tenha sido proibida em
alguns paises por sua reconhecida carcinogenicidade, existem evidéncias que o corante
auramina ainda estd em uso no mundo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade
aguda e cronica do corante auramina utilizando organismos aqudticos representativos de
trés niveis troficos, e a partir dos mesmos derivar um critério para protecdo da vida
aqudtica, além de desenvolver um método analitico para determinacdo deste corante em
aguas, proporcionando subsidios para uma avaliacdo de risco. Ap0s a realizagdo dos testes
o seguinte ranking de toxicidade do corante auramina para organismos aquaticos pode ser
estabelecido: R. subcapitata > D. similis > D. rerio > H. attenuata. Um critério de 1,2 pg
L' foi derivado para o corante auramina, baseado no menor CENO obtido (R. subcapitata -
60 ng L' e dividido por um fator de avaliacdo de 50. O método analitico desenvolvido
empregou extragdo liquido-liquido e HPLC-DAD, no qual foi obtido um limite de
quantificacdo aproximadamente 10 vezes menor que o critério derivado. O critério derivado
e o método desenvolvido poderdo auxiliar outros grupos de trabalho ou até mesmo agéncias
governamentais em uma futura avaliacdo de risco do corante auramina para protecdo da

vida aquatica.

Palavras chaves: Corantes, Toxicidade, Cromatografia.



ABSTRACT

Auramine is a diphenylmethane dye, and among its applications are included dyeing textile
and paper. Dyes can contaminate the aquatic environment through industrial wastewater
discharge. Although, auramine production has been prohibited in some countries for its
carcinogenicity, there is evidence that it is still in use worldwide. The objective of this
study was to evaluate the acute and chronic toxicity of auramine dye using aquatic
organisms of three trophic levels, and to develop an analytical method for the determination
of this dye in water, providing subsidies to a risk assessment. The following ranking of the
auramine dye toxicity was established: R. subcapitata > D. similis > D. rerio > H.
attenuate. A criterion of environmental protection of 1,2 ug L ! was derived to auramine
dye, based on the lowest NOEC obtained (R. subcapitata - 60 ng L") and divided by an
assessment factor of 50. The analytical method developed employed liquid-liquid
extraction and HPLC-DAD, with a quantification limit of 10 times smaller than the
criterion derivative was obtained. The data obtained in this study will support future risk

assessment of auramine dye to the protection of aquatic life.

Key-words: Dyes, Toxicity, Chromatography.
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1. INTRODUCAO

Corantes sdo considerados contaminantes emergentes e trabalhos na literatura relatam
a sua ocorréncia em corpos d’agua (Maguire e Tracz, 1991; Rajaguru et al., 2002; Carneiro et al.,
2010; Zocolo et al., 2015). A presenca de corantes em dguas superficiais ocorre principalmente
devido ao seu grande uso industrial e a baixa eficiéncia de remo¢do desses compostos pelas
tecnologias de tratamentos de efluentes convencionais (USEPA, 1989; Guaratini e Zanoni, 2000;
Oliveira et al., 2007).

Auramina € um corante do grupo quimico difenilmetano utilizada em diversas
aplicacoes, destacando-se o tingimento de tecidos e papéis. Embora a sua produgdo tenha sido
proibida em alguns paises por sua reconhecida carcinogenicidade, existem evidéncias que o
corante auramina ainda estd em uso no mundo (IARC, 2010; Tripathi et al., 2007; Lin, 2007; Li
et al., 2013; Wang et al., 2014). No entanto, ndo ha um método analitico disponivel na literatura
para determinacdo do corante auramina em dguas, dificultando a verificagdo da ocorréncia deste
composto em amostras ambientais; além disso, € escasso na literatura estudos sobre sua
toxicidade para organismos aquaticos.

Tendo em vista que esse corante € comercializado e sabendo da ineficiéncia das
tecnologias de tratamentos de efluentes convencionais, ndo podemos descartar a possibilidade de
este composto estar presente nas dguas superficiais onde a preservacdo da vida aquitica e, até
mesmo, 0 uso para consumo humano sao priorizados. O desenvolvimento de um método analitico
que pudesse ser aplicado na determinacdo do corante auramina em amostras de dguas seria de

grande importancia. Porém, somente conhecer as concentracdes de corantes que estdo presentes

nas aguas superficiais ndo € suficiente quando necessita verificar se as mesmas sdo protetivas
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2

para a vida aqudtica em recursos hidricos classificados para esse fim. E necessario comparar
esses valores com um critério, que é uma concentracio segura € que ndo apresenta efeitos
adversos aos organismos aquiticos (EUROPEAN COMISSION, 2011; Lepper, 2005; SBMCTA,
2011). Para obtengdo desse critério € necessdrio uma avaliacdo da toxicidade do composto que
deve ser realizada contemplando preferencialmente diferentes niveis tréficos: produtores,
consumidores primdrios e consumidores secundarios, sempre que possivel (Azevedo e Chasin,
2004). A partir dos ensaios ecotoxicologicos realizados para uma determinada substincia €
possivel derivar um critério para protecdo da vida aqudtica, conhecido internacionalmente como
PNEC (Predicted No Effect Concentration) (EUROPEAN COMISSION, 2011; Lepper, 2005;
SBMCTA, 2011).

Uma primeira abordagem da avaliacdo do risco de compostos quimicos para o
ambiente aquatico pode ser obtida comparando a concentragdo ambiental, conhecida como MEC
(Measured Environmental Concentration) com o PNEC, obtendo-se o coeficiente de risco
conhecido internacionalmente como RQ (Risk Quotient). Em geral, valores de RQ menores que 1
indicam que o composto ndo impde risco ambiental (Godoy et al., 2015).

Os dados obtidos neste trabalho permitirdo subsidiar uma futura avaliagdo do risco
relacionado a presenga de auramina em corpos d’agua objetivando a protecdo da vida aquatica.
Isso tem grande relevancia ambiental, uma vez que, o mesmo ainda é comercializado e pode estar

presentes nos corpos d’agua.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AURAMINA

O corante auramina e seu sal, hidrocloreto de auramina (Figura 1), pertencem a classe
dos difenilmetanos, caracterizados pela presenca de dois grupos arilo terminais. Esses corantes
possuem estruturas muito semelhantes, diferenciadas apenas por uma ser ionizada e a outra
neutra; sendo que a ioniza¢do da molécula do hidrocloreto de auramina aumenta a sua polaridade,
facilitando a sua aplicabilidade no tingimento. Esses corantes sio utilizados para o tingimento de
couro, juta (fibra téxtil vegetal), algoddo, papel e como componentes das tintas em fitas, pastas

esferograficas, oleos e ceras (Reife e Freeman, 1996; Hunger, 2003; IARC, 2010).

NH - HCI

NH
(b)
H_:C',,\.T O O .\;/CJ'J_: ]-i_ac_‘}r_ ‘ ‘ N/CHB

1 |
CHs CH; CH; CH;

(a)

Figura 1. Estruturas quimicas dos corantes: auramina (a) e hidrocloreto de auramina (b).

Em 1993, cerca de 9000 toneladas de corantes difenilmetanos e trifenilmetanos foram
vendidas, de acordo com IARC (2010). Cristal violeta, violeta de metilo, verde malaquita,
auramina, ¢ Rhodamine B sdo alguns exemplos de corantes destas classes e com grande
importancia econdomica (IARC, 2010).

A producdo do corante auramina e seu sal iniciou-se na Europa (Sui¢a, Alemanha,
Reino Unido e Franga), e depois comecou a ser fabricada nos EUA também. A International

Agency for Research on Cancer (IARC), classifica o auramina em relacdo a sua producao (Grupo
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1, cancerigeno para humanos) e o seu uso (Grupo 2B, possivel cancerigeno para humanos)
(IARC, 2010). Devido a sua reconhecida carcinogenicidade a fabricagdo do corante auramina e
seu sal foi proibida desde 2004 na Europa e Estados Unidos e atualmente a producdo estd
localizada principalmente na India e China (IARC, 2010). Ndo hi dados atuais sobre a
quantidade fabricada deste corante e nem dados publicados sobre a ocorréncia de auramina em
matrizes ambientais, tais como dgua, efluentes e solo. Porém, apesar de ser proibido o seu uso
como corante alimenticio, trabalhos recentes mostraram que os mesmos foram encontrados em
alimentos (Tripathi et al., 2007; Lin, 2007; Li et al., 2013; Wang et al., 2014).

No Brasil, o corante auramina € fabricado em uma industria de corantes para tecidos
localizada em Caieiras, Sao Paulo, e vendido por uma empresa no estado do Parané (Nitrogenius,
2015), porém nao ha informacao de mercado em relagdo a propor¢ao na qual o mesmo vem sendo
utilizado. No entanto, ndo devemos ignorar a possibilidade deste contaminante estar presente em

nossos corpos d’agua.
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2.2 CORANTES: Como chegam ao ambiente e toxicidade para organismos aquaticos

Os corantes estdo presentes em praticamente todos os produtos que utilizamos
diariamente, como roupas, alimentos, remédios e cosméticos. Esses compostos sdo essenciais
para nossas vidas, porém com o seu grande uso a preservacido da qualidade ambiental pode ser
afetada, tendo em vista que as tecnologias de tratamentos convencionais utilizadas pelas
empresas e pelas estacdes de tratamento de esgoto ndo removem por completo substincias como
os corantes. Dessa forma, o ambiente aquético como receptor final dos efluentes industriais estd
sujeito aos impactos ocasionados por essas substancias (USEPA, 1989; Guaratini e Zanoni, 2000;
Oliveira et al., 2007, Baffana ef al.,2011).

Aproximadamente, 15% da produ¢@o mundial de corantes sdo lancados no ambiente
durante a sintese, processamento ou aplicacdo, representando um aporte de cerca de 1,2 toneladas
por dia destes compostos (Nam e Rengatnathan, 2000). O tratamento biolégico é o método mais
utilizado pelas industrias que fabricam ou utilizam corantes em seus processos, entretanto, a
elevada estabilidade de efluentes contendo corantes dificulta a degradagdo completa por meio
deste tratamento, assim, na maioria dos casos, os efluentes tratados sdo lancados no ambiente
com residuos destes compostos (Umbuzeiro et al., 2005; USEPA, 1989).

Os corantes podem ser classificados como poluentes emergentes. Esta categoria inclui
as substancias que sdo encontradas no meio ambiente, mas que ainda ndo estdo inseridas em
programas de monitoramentos ou legislacdo pertinente a qualidade ambiental (Horvat et al.,
2012).

A India e a China estdo entre os paises que mais utilizam corantes no mundo. No

Brasil, ndo temos um levantamento do uso destes compostos, entretanto, diversos trabalhos
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destacam a presenca dessas substancias em corpos d’agua (Umbuzeiro et al., 2005; Oliveira et
al., 2007, Carneiro et al., 2010; Zocolo et al., 2015; Vacchi et al., in preparation).

Uma vez que os corantes atingem o ambiente aquitico, mesmo que em baixas
concentragdes, podem causar efeitos adversos aos organismos. Para causar efeitos adversos, os
corantes precisam ser absorvidos pelos organismos. Corantes muito soliveis em dgua tem a
tendéncia de apresentar menor toxicidade, pois geralmente ndo sdo absorvidos pelas membranas
celulares, j4 os corantes menos soliveis tendem a ser mais absorvidos pelos organismos,
aumentando as chances de causar toxicidade (Klaassen et al., 2013).

A toxidade de corantes para um mesmo organismo pode variar muito, pois corantes
possuem diversas classes quimicas designadas para as suas diferentes aplicagdes. Os resultados
da toxicidade de diferentes corantes encontrados na literatura mostrou que a Concentracdo de
Inibicdo 50% (CI50) para algas pode variar de 0,5 até >100 mg L' (Novotny et al., 2006;
Vinitnantharat et al., 2008; Luna et al., 2014), para microcusticeos a Concentracdo de Efeito
50% (CE50) variou de 0,02 mg L™ 2 >1000 mg L' (Walthall e Stark, 1999; Bae e Freeman,
2007; Liu et al., 2007; Verma, 2008; Ferraz et al.,2010; Vacchi et al., 2013;; Luna et al., 2014) e
para peixes a Concentragdo Letal 50 % (CL50) variou de 3,2 a 476,84 mg L! (Liu et al., 2007,
Shen et al., 2015).

Para o corante auramina, apenas um estudo foi encontrado utilizando o seu sal
(hidrocloreto de auramina) em testes com peixes do género Oryziaslatipes e a CL504g, obtida foi

de 3,2 mg L™ (Tonagai et al., 1982).



20

2.3 OCORRENCIA DE CORANTES EM AGUAS

Ha alguns trabalhos na literatura em que a presenca de corantes foi investigada em
amostras ambientais, no entanto, devido a forte evidéncia de contaminac¢do do ambiente por esses
compostos, é possivel afirmar que ainda sdo poucos os estudos envolvendo a ocorréncia destes
contaminantes no ambiente, o que refor¢a a necessidade de mais pesquisas nesta area.

A verificacdo da ocorréncia de corantes no ambiente necessita de ferramentas
analiticas adequadas para detec¢do em niveis de microgramas ou até mesmo nanogramas por
litro. Nestes casos, além das dguas superficiais, os efluentes também sdo analisados, pois €
através dos mesmo que ocorre a contaminagdo. Os trabalhos descritos na literatura que
investigaram a presenga de corantes em amostras ambientais (dguas superficiais e efluentes)
usaram predominantemente a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography) como método de separacdo dos analitos de interesse dos
demais interferentes presentes nas amostras devido a baixa volatilidade dos corantes (Maguire e
Tracz, 1991; Carneiro et al., 2010; Zocolo et al., 2015).

Em um estudo realizado no rio Yamaska em Quebec, Canad4, localizado a jusante de
uma industria téxtil, foram detectados 15 corantes em amostras de dguas, s6lidos em suspensao e
sedimento. Foram investigados 23 corantes de diferentes caracteristicas: dcidos, basicos, diretos,
dispersos, mordentes e reativos, utilizados nas industrias té€xtil do Canad4, o que s6 foi possivel
empregando mais de um método analitico. Cromatografia liquida acoplada a detectores de arranjo
de diodos (HPLC/DAD) foi a técnica empregada para a maioria dos corantes e, uma minoria foi
investigada através de Cromatografia Liquida acoplada ao espectrometro de massas (LC-MS) e a

Cromatografia Gasosa (CG) foi aplicada para andlise dos produtos de degradacdo de corantes, um
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detector de ionizacdo de chama (FLO) foi usado para triagem preliminar e espectrometria de
massa (MS) para identificacdo (Maguire e Tracz, 1992).

Estudos realizados na India e Nigéria mostraram uma contaminagio por compostos
genotéxicos em dguas subterrdneas na Tirupur, Tamilnadu, India, provavelmente aminas
aromdticas, como consequéncia da descarga de efluentes téxteis, no solo e na dgua. A presenca
das aminas aromadticas presentes nos efluentes téxteis foi confirmada utilizando Cromatografia
em Camada Delgada (CCD) (Rajaguru et al., 2002).

No Brasil, Umbuzeiro et al. (2005) mostraram que trés corantes, C.I. Disperse Blue
373, C.I. Disperse Violet 93 e C.I. Disperse Orange 37, detectados no Ribeirdo dos Cristais, Sao
Paulo, Brasil, o qual recebia despejos de efluentes té€xteis, contribuiam para mutagenicidade
observada no local. Posteriormente, Carneiro et al. (2010) quantificaram estes mesmos corantes
no efluente industrial tratado, nas dguas do Ribeirdo dos Cristais ndo tratadas e tratadas para
abastecimento e no lodo gerado na estacdo de tratamento de dgua para consumo humano em
concentracdes que variaram de 1,65 ng L™ a 360000 ng L. Os corantes foram quantificados
utilizando HPLC/DAD.

Zocolo et al. (2015) detectaram 9 corantes dispersos, Red 1, Violet 93, Blue 373,
Orange 1, Orange 3, Orange 25, Yellow 3, Yellow 7 e Red 13 em 4guas superficiais e efluentes
tratados. As amostras de dguas superficiais analisadas foram do Rio Piracicaba e Ribeirdo dos
Cristais e os efluentes de Estacdes de Tratamento de Esgoto que trata efluentes téxteis, todas
localizadas no estado de Sao Paulo. Dentre os nove corantes, foram detectados apenas o Disperse
Red 1, Disperse Blue 373 e Disperse Violet 93 em concentracdes de 84 a 3452 ng L' A técnica
utilizada para detectar e quantificar os corantes foi Cromatografia Liquida acoplada a

Espectrometria de Massas com Ionizacao por Electrospray (LC-ESI-MS/MS).
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Um fator extremamente importante e que devemos ressaltar quando se trata de
métodos analiticos quimicos, € que nem sempre as amostras reais podem ser avaliadas
diretamente pelas técnicas de andlise, sendo necessdria uma etapa de preparo de amostra com a
finalidade de remover interferentes que possam afetar tanto a detec¢do do analito, quanto o
instrumento, além de concentrar o analito de modo a melhorar a detectabilidade do método.
Amostras complexas, como sdo os casos de dguas superficiais e efluentes, devem ser
cuidadosamente preparadas utilizando procedimentos adequados (Jardim, 2010). Na literatura,
dois tipos de preparo de amostra foram usados para extrair corantes de dguas superficiais e
efluentes: a extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés Liquid Liquid Extraction) (Rajaguru et al.,
2002, Umbuzeiro et al., 2005, Oliveira et al., 2007, Carneiro et al., 2010) e a Extra¢do em Fase
Sélida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) (Urquiza et al., 2000; Sahin et al., 2006; Zocolo

etal., 2015).
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2.4 DERIVACAO DE CRITERIO PARA PROTECAO DA VIDA AQUATICA

Critérios sdo valores derivados a partir de informagdes cientificas com a finalidade de
proteger a biota aqudtica. Esses critérios ndo sdo considerados padrdes legais, entretanto, tais
valores poderdao ser utilizados pelos tomadores de decisdo para estabelecer padrdes ou
regulamentacgdes sobre a qualidade da dgua para preservacdo da vida aquatica (SBMCTA, 2011).

No Brasil, os valores numéricos ou padrdes utilizados sao os mesmos definidos pelos
paises desenvolvidos e pelas agéncias internacionais. Devido ao fato do Brasil ndo possuir uma
metodologia estabelecida para derivar seus critérios de qualidade de dgua para protecdo da vida
aqudtica, um protocolo foi proposto pela Sociedade Brasileira de Mutagenese, Carcinogénese e
Teratogénese Ambiental em 2011 (SBMCTA, 2011).

O protocolo de calculo sugerido no Brasil foi baseado na metodologia adotada pela
Unido Europeia, o qual emprega dados de toxicidade da substincia e fatores de avaliagdo (FA)
que variam de 10 a 10000 a depender da qualidade e quantidade dos dados ecotoxicolégicos
disponiveis (Lepper, 2005). Desta maneira, quanto maior o conjunto e/ou qualidade de dados de
toxicidade, maior a confianga para se derivar um critério e menor o fator aplicado. E importante
ressaltar que a derivacdo de critérios é um processo continuo e a medida que mais dados de
toxicidade para organismos de diferentes niveis tréficos, grupos taxondmicos e hébitos de vida
estejam disponiveis a confianca aumenta e menores valores de FA serdo aplicados (Lepper, 2005;
EUROPEAN COMMISSION, 2011; SBMCTA, 2011).

A derivagdo de critérios de protecdo ambiental considera os estudos ecotoxicoldgicos
que visam efeitos como a sobrevivéncia, desenvolvimento embriolarval, crescimento, inibicdo da

emissdo da luz, fertilizacio e reproducdo de organismos aqudticos. Os microcustiaceos,
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microalgas, bactérias, equinodermos e peixes sdo organismos-testes utilizados em ensaios
ecotoxicoldgicos aceitos internacionalmente (Lepper, 2005; SBMCTA, 2011).

Para derivacdo destes critérios o ideal € ter dados de toxicidade crdénica em
organismos que representem trés niveis tréficos (algas, microcrustdceos e peixes) desta maneira
um fator de avaliacdo menor podera ser aplicado, além disso, o uso de protocolos padronizados
internacionalmente e a realizacdo dos ensaios em laboratérios com sistema de qualidade
implantada sdo fatores importantes na confiabilidade dos resultados. Esses critérios, além de
auxiliar nas regulamentagdes também podem subsidiar uma avaliacdo do risco ambiental da

substancia (EUROPEAN COMMISSION, 2011; SBMCTA, 2011).
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3. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a toxicidade aguda e cronica do corante
auramina utilizando organismos representativos de trés niveis tréficos, derivar um critério para
protecdo da vida aqudtica e desenvolver um método analitico para determinacdo deste corante

em aguas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRA

O corante auramina utilizado nas anélises toxicoldgicas (Tabela 1) possui 97 % de
pureza e foi adquirido da empresa Sigma®. Testes preliminares indicaram que o mesmo
apresentava baixa solubilidade nos meios de cultivos, havendo a necessidade da utilizacdo de um
solvente. O solvente utilizado foi o Dimetilsulf6xido (DMSO) (grau HPLC, Sigma). Em cada
teste foi realizado um controle do solvente com a maior porcentagem de DMSO testada (0,05 %

para D. similis nos testes agudos e 0,01 % para os demais testes).

Tabela 1. Nomenclatura e propriedades fisico-quimicas do corante auramina

Nimero CAS 492-80-8
Nome quimico 4,4'-Carbonimidoylbis [N, N-dimethylbenzenamine]
Color Index (CI) 41000 B
C.L. Solvent Yellow 34; 4,4'
Sinénimos dimethylaminobenzophenonimide;

4,4'-(imidocarbonyl)bis(N,N-dimethylaniline); glauramine;
Solvent Yellow 34; yellow pyoctanine.

Formula molecular Cy7H»1Nj;

Massa Molar 267,37 g mol™
Solubilidade em 4gua  *24,84 mg L™ (25°C)
Pka 10,12

Log Koy %) 08

Fonte: TARC, 2010; SCIFINDER.* Valor estimado por EPISuite WSKowwin v1.43, **Valor estimado
por EPISuite Kowwin vl. 68.
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4.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE

Os testes foram realizados com diferentes organismos representando trés niveis
tréficos (Figura 2). Raphidocelis subcapitata, Daphnia similis e Hydra attenuata foram
cultivados no Laboratério de Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental (LEAL) da Faculdade de
Tecnologia, e os testes com Danio rerio foram realizados em cooperacdo com o Laboratério de
Genética Toxicolégica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia em
parceria com o Prof® Dr. César Gris6lia e o Dr. Rhaul de Oliveira. Todos os testes foram
realizados em triplicada, para aumentar a confiabilidade dos resultados, com excecdo do teste

cronico com D. similis.

Figura 2. Organismos utilizados nos testes ecotoxicoldgicos: a) Raphidocelis subcapitata, b) Daphnia.
similis, ¢) Hydra attenuata e d) Danio rerio. Fonte: Acervo LEAL; JOVE Science Education.

O laboratorio LEAL trabalha de acordo com a norma NBR ISO 17025:2005 e,
mesmo sem acreditacdo formal, possui protocolos padronizados tanto de cultivo quanto de
ensaios. A sensibilidade/qualidade dos organismos cultivados no LEAL € controlada por meio de
testes rotineiros utilizando como substincia de referéncia cloreto de sédio (CAS 7647-14-5,
NaCl, Sigma®, 99,5 % de pureza). A carta-controle dos testes de sensibilidade para cada

organismo-teste pode ser encontrada no ANEXO 1.
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4.2.1 Teste de toxicidade cronica com alga R. subcapitata

A alga R. subcapitata é uma espécie abundante em ecossistemas de dgua doce e sdo
extramentes importantes, pois representam a base da cadeia alimentar, onde sua falta acarretaria
em pertubacdes a biota aqudtica, uma vez que as mesmas servem de alimentos para outros
organismos (Blaise, 1986).

Os testes foram realizados baseados na OECD n° 201 (OECD, 2006), onde uma
populacdo de algas foi exposta a diferentes concentra¢des do corante (20, 60, 200, 600 e 2000 pug
L") diluidas a partir de uma solucdo estoque preparada com o corante, por um periodo de 72
horas. Os testes foram realizados em condi¢des de esterilidade em erlenmeyers de vidro contendo
45 mL do meio de cultivo. Os erlenmeyers ficaram sob condi¢des controladas de luminosidade
(luz branca, 4000 lux), temperatura (24 a 29 °C) e agitacao (160 rpm). A inibicdo de crescimento
foi o indicativo de toxicidade e foi utilizada para determinacdo da Concentracdo de Efeito Nao
Observado (CENO). Para validac@o dos ensaios o nimero final de células no controle deveria ser

no minimo 16 vezes maior em relag@o ao inicio do teste.

4.2.2 Teste de toxicidade aguda com Daphnia similis

Os testes de toxicidade aguda com D. similis foram baseados na OECD n° 202
(OECD, 2004). Os organismos (entre 6 e 24 h de idade) foram expostos a cinco concentracdes do
corante (1000, 1500, 2000, 3000 e 5000 pg L™ por 48 horas em temperatura controlada
(21£1°C). Para cada diluicdo, inclusive nos controles, foram adicionados 20 organismos,
escolhidos e distribuidos aleatoriamente em quatro réplicas com volumes iguais a 10 mL, com os
recipientes cobertos e sem alimentagdo. Ao final do ensaio foi registrada a quantidade de

organismos iméveis em cada concentracdo testada, para que seja feito o cdlculo da porcentagem
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de imobilidade. Os testes s6 foram validados quando no término do ensaio a porcentagem de
organismos iméveis no controle ndo ultrapassou 10%. Foi utilizado o nimero de organismos
imoveis em cada concentracdo testada para calcular a concentracdo que causou efeito em 50%

dos organismos (CE50).

4.2.3 Teste de toxicidade cronica com Daphnia similis

No teste cronico com D. similis avaliou-se a inibi¢do da reproducdo a diferentes
concentracdes do corante auramina (100, 200, 500, 1000 e 2000 ug L‘l) durante 14 dias. Este
teste foi baseado na norma OECD n° 211 para testes com Daphnia magna(OECD, 2011), e
adaptado para D. similis, de acordo com o seu ciclo de vida (Lameira, 2008). As concentracdes
escolhidas foram determinadas de acordo com os resultados dos testes agudos. Em cada
concentracdo, inclusive no controle, foram preparadas 10 réplicas com 50 mL de amostra e
apenas um organismo por recipiente. O ensaio foi realizado em ambiente com temperatura
controlada (21£1 °C), fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 de escuro, com recipientes cobertos,
realizando a alimentagdo a cada 24 horas e a troca total da solucdo-teste, bem como a contagem
do numero de neonatas, a cada 48 horas. Ao término do ensaio, somou-se 0 numero de
organismos jovens produzidos por réplica. A inibicdo na reprodugdo foi o indicativo de
toxicidade cronica na amostra. Para a validagdo do teste, os seguintes pardmetros foram
observados nos organismos adultos do controle negativo: a mortalidade ndo poderia exceder
20%, pelo menos 60% dos organismos apresentarem 3 posturas de filhotes, e producdo média de
>23 neonatas por organismo. Neste teste foi utilizado o nimero de neonatas nascidas em cada

concentracdo e no controle para determinar a CENO.
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4.2.4 Teste de toxicidade aguda com embrides de Danio rerio

Este teste tem sido utilizado com sucesso a uma grande variedade de substincias e
possui a finalidade de determinar a toxicidade aguda de substancias quimicas em estagios
embriondrios de peixes (OECD, 2013). O desenvolvimento embrionério do D. rerio € semelhante
a embriogénese de vertebrados superiores, a qual é rdpida e pode ser facilmente acompanhada

através do ovo transparente (Kimmel et al., 1995) (Figura 3).
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Figura 3. Desenvolvimento do peixe-zebra (Danio rerio). Fonte: Moura e Oliveira, 2014.

O teste foi baseado na OECD n° 236 (OECD, 2013) (Figura 4), onde os ovos dos
peixes recém fertilizados foram expostos a diferentes concentracdes do corante (1000, 1900,
3700, 7100, 13600 e 13600 ug L") em microplaca de 24 pogos. Para cada concentracdo foram

utilizados 20 ovos, um em cada poco contendo 2 mL de solugcdo de exposicdo. Os testes foram
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realizados em camara climdtica com temperatura controlada (26 = 1 °C) e fotoperiodo de 16 h de
luz e 8h de escuro durante 96 h. A cada 24 horas os ovos foram observados utilizando um
microscopico invertido, verificando além da letalidade, anormalidades nos embrides ou larvas
sobreviventes. Quatro observacdes apicais foram registradas como indicadores de letalidade: (i)
coagulagdo de ovos fertilizados, (ii) falta de formacdo de somito, (iii) auséncia de descolamento
da cauda e (iv) falta de batimentos cardiacos. No final do periodo de exposicdo, a toxicidade
aguda foi determinada com base no resultado positivo em qualquer uma das quatro observagoes
registradas, os dados letais foram utilizados para calcular a Concentragdo Letal a 50 % dos
organismos (CL50) e os subletais para calcular a CENO. E importante ressaltar que o teste foi

validado quando ndo ocorreu mais de 10% de morte no controle.
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Figura 4. Esquema do procedimento adotado no teste com embrido de Danio rerio. (da esquerda
para a direita): producdo, coleta e lavagem de ovos, selecao de ovos fertilizados com auxilio de
microscOpio binocular e distribuicio em placas de 24 pocos preparadas com as respectivas
solugdes teste. (Fonte: Adaptado de Lammer et al., 2009).
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4.2.5 Teste de toxicidade aguda com Hydra attenuata

Em hydras, sabe-se que progressivas alteracdes morfoldgicas sdo indicativas de
aumento na toxicidade. Neste trabalho, o teste foi baseado em Trottier et al. (1997), o qual
determina que cinco estdgios de alteracdes morfoldgicas sejam avaliadas. Na Figura 5 pode-se
observar Hydras no seu estdgio normal (A) com corpo e tentdculos estendidos; o aparecimento de
bulbos nas pontas dos tentdculos (B), indicando o primeiro sinal de intoxica¢do; o segundo sinal
de intoxica¢do, com o encurtamento de tentdculos e corpo (C); o corpo no formato tulipa (D),
tentadculos e corpo reduzido drasticamente, esta ultima fase de intoxicacdo leva a morte por
desintegracdo (estdgio E). Os Estigios B e C sdo reversiveis e sdo considerados efeitos sub-letais,
enquanto os estdgios D e F sdo irreversiveis e indicam endpoints letais.

Organismos jovens e sem brotos foram expostos a diferentes concentracdes do
corante auramina (500, 1000, 2000, 3500 e 7000 pg L) por 96 horas, o mesmo foi realizado em
microplaca de 12 pocos com capacidade de 5 mlL, para cada diluicio e controle foram
adicionados 9 organismos, divididos em 3 réplicas. O ensaio foi realizado em ambiente com
temperatura controlada (21 + 1 °C), fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 de escuro, com recipientes
cobertos e sem alimentacao.

A leitura foi realizada apds o término das 96 horas, onde as alteragdes morfologicas
observadas nos tentdculos do organismo-teste foram registradas. Os efeitos letais e subletais

observados foram utilizados para calcular os valores de CL50 e CENO, respectivamente.

>>“\“
,fA/"

Figura 5. Mudancas morfoldgicas em Hydra attenuata: A) estagio normal, B) bulbo nos tentaculos, C)
tentdculos encurtados, D) tulipa e E) desintegracdo. Fonte: Trottier ef al., 1997.
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4.2.6 ANALISES ESTATISTICA

Os resultados dos testes realizados mais de uma vez foram submetidos a uma andlise
de variancia (ANOVA) a um nivel de significancia de 5% (a=0,05) com a finalidade de verificar
se havia diferenca estatisticamente significativa entre os mesmos. Para o cdlculo de CE50, CIS0 e
CL50 foi utilizado o programa ToxCalcMix versdo 1.0 (Barata et al.,2006) e os valores de CENO
foram determinados por meio de ANOVA seguida do teste de comparacdo de médias multiplas

Dunnett’s, (0=0,05) utilizando o software SigmaPlot, versdo 11.0.
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4.3 DERIVACAO DE CRITERIO PARA PROTECAO DA VIDA AQUATICA

De acordo com a avaliagdo ecotoxicoldgica do corante auramina foi possivel derivar
um critério para protecao da vida aquatica, baseando-se no protocolo da SBMCTA (2011), onde,
considerou-se o endpoint de toxicidade mais sensivel e aplicou-se um fator de avaliacdo (FA)
para extrapolar uma concentragdo que proteja o ambiente. Na Tabela 2 pode-se observar quais

fatores de avaliac@o deverao ser aplicados de acordo com o conjuto de dados disponiveis.

Tabela 2. Conjunto de dados necessdrios e seus respectivos fatores de avaliacio utilizados para
derivar critérios de qualidade para dgua doce.

Conjunto de dados Fator de Avaliacao (FA)

Trés CENO pelo menos para trés espécies
(peixes, invertebrados, algas) representando 10
trés niveis tréficos
Duas CENO para espécies de diferentes

niveis tréficos (peixes e/ou invertebrados 50
e/ou algas)
Uma CENO (peixes ou invertebrados) 100

Pelo menos uma C(E)L50 de cada um dos
trés niveis troéficos do conjunto de dados 1000
(peixes, invertebrados, algas)
Fonte: SBMCTA, 2011.
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4.4 DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO PARA DETERMINACAO DE
AURAMINA EM AGUAS

Nao hd na literatura um método analitico para determinar o corante auramina em
matrizes aqudticas. Neste trabalho foi desenvolvido um método especifico para deteccdo e
quantificacdo deste corante em amostras ambientais empregando extracdo liquido-liquido (LLE)
e cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a detectores de arranjo de diodos (HPLC-

DAD).

4.4.1 Analise Cromatografica

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é uma técnica que apresenta
robustez e alta sensibilidade para compostos coloridos como sio o caso dos corantes (Bonato et
al., 2007). A analise cromatogrifica foi realizada em um equipamento Shimadzu, modelo
SCLI10AVP equipado com uma coluna de guarda Shim-pack G-ODS(4) octadecil de 4 mm de
diametro interno, marca Shimadzu e uma coluna de separacdo de fase reversa Shiseido modelo
CAPCLLE PAK C18 AGI20 S -5 um, de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro
interno, acoplado com detector de arranjo de diodos modelo SPD-M10VP Shimadzu.

No desenvolvimento do método analitico alguns parametros foram analisados como:
constituicdo da fase mével (FM), vazao da fase movel e tipo de elui¢do (gradiente ou isocratico).
A escolha dos melhores parametros para o método cromatogréafico foi realizada com base na
comparacao dos diferentes cromatogramas obtidos em 437 nm, que corresponde ao comprimento
de onda de maxima absor¢do para o corante auramina. Para definir a melhor composi¢do para a
FM foram observados os cromatogramas obtidos com: metanol e &4gua; metanol e &4gua

acidificada; acetonitrila e dgua; acetonitrila e d4gua acidificada. A acidificacdao da fase mével foi
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feita com o 4cido férmico (Fluka, p.a. 98 % de pureza). O tipo de eluicdo foi determinado
observando a forma do pico e o tempo de retengdo, optando por aquele com menor tempo de
corrida (o que proporciona maior rapidez para a andlise) e, aquele que apresentou o pico mais
simétrico possivel (evitando a presenga de caudas). Em todas as medidas o volume de inje¢do foi
de 20 pL. Os solventes organicos e a dgua utilizados como FM foram filtrados por um sistema de
filtracdo a vécuo utilizando filtros de nylon de 0,22 pm (Whatman®) para os solventes e

membranas de papel (Sartorius Stedim Boitech®) com 0,22 pm na filtragem da dgua.

4.4.2 Extracao liquido-liquido

A LLE € uma técnica de separacdo que ja foi utilizada como preparo de amostras
ambientais com a finalidade de detectar corantes (Rajaguru et al., 2002, Umbuzeiro et al., 2005,
Oliveira et al., 2007, Carneiro et al., 2010). A mesma € baseada na separagdo da amostra em duas
fases que ndo se misturam, portanto esta técnica sé se torna uma ferramenta util quando ha
afinidade do analito pelo solvente de extragdao. Cada substancia possui um coeficiente de parti¢cao
(Kow) que quanto maior for, maior serd a afinidade do composto pela fase organica e melhor a
eficiéncia na extracdo. O corante auramina possui um log Kow de 2,98, o que mostra que este
composto possui mais afinidade pela fase organica e, portanto, espera-se que a LLE apresente
boa eficiéncia para extrair este corante em amostras ambientais.

O método testado foi baseado em Dutka et al., (1981) utilizando como fase orgénica,
metanol (CAS 67-56-1, Sigma-Aldrich, grau HPLC, pureza > 99,9%) e diclorometano (CAS 75-

09-2, Macron, grau HPLC, pureza 99,5%) na proporcao 1:2,5 (v/v).
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4.4.3 Parametros verificados

Para garantir que um método analitico desenvolvido gere informagdes confidveis ele
deve passar por um processo de validacdo. A validagdo é um processo continuo que se inicia no
planejamento da estratégica analitica e continua ao longo de todo seu desenvolvimento e
transferéncia (Ribani et al., 2004). No Brasil existem duas agéncias credenciadoras responsaveis
por verificar a competéncia dos laboratérios de ensaio, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria ANVISA e o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO). Neste trabalho, nao foi realizada uma validacdo completa do método, uma vez que
o mesmo ndo foi aplicado em amostras reais. Entretanto, algumas figuras de méritos consideradas
mais importantes, tais como, linearidade, limites de deteccao/quantificacdo e eficiéncia da

extracdo foram verificadas.

4.4.3.1 Linearidade

Linearidade € a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do composto de interesse, a mesma foi obtida por meio do
coeficiente de correlagdo (R) da equacdo da curva analitica. A resolugdo RE 899 da ANVISA que
recomenda como critério minimo um coeficiente de correlagdo (r) igual a 0,99 e o documento do
INMETRO DOQ-CGCRE-008, r > 0,90. Neste trabalho, a linearidade foi determinada por meio
da curva analitica. As solu¢des foram preparadas em metanol/dgua 50:50 (v/v). A partir da
solugdo estoque de 400 mg L do corante auramina foram preparados cinco solucdes de trabalho

(1; 0,5; 0,1; 0,05; 0,01 mg L’l). A faixa de trabalho foi, portanto, de 0,01 a 1,00 mg L' ndo

considerando o fator de concentragdo da amostra, que neste trabalho foi de 1000 vezes.
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4.4.3.2 Limites de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ)

O limite de detec¢do (LD) representa a menor concentracdo do composto em anélise
que pode ser detectada e o limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo que
pode ser quantificada. Esses limites podem ser calculados de trés maneiras, pelo método visual,
método relagdo sinal-ruido ou no método baseado na curva analitica O limite de detec¢do do
corante auramina foi definido por meio do método visual, onde concentragdes conhecidas do
corante foram injetadas em ordem decrescente até a visualizacdo da menor concentragdo e, para o

limite de quantificag@o foi considerado um valor 10 vezes maior que o LD (Ribani et al., 2004).

4.4.3.3 Eficiéncia da extracao
A eficiéncia da extracdo foi avaliada através do ensaio de recuperacdo estimado pela
andlise de amostras contendo quantidades conhecidas do corante auramina e calculada segundo a

~ X adicionado . P ~
expressdao: R (%)=100x —————, sendo que os intervalos aceitdveis de recuperagcdo para

X obtido

andlise de compostos em concentracdes-tracos devem estar entre 70 € 120%.

Para andlise deste parmetro as extracdoes foram realizadas utilizando funil de
separacdo de 2 L, para cada litro de amostra adicionou-se 60 mL de da mistura de solventes. A
mistura foi agitada por 2 minutos e deixada em repouso por 10 minutos, tempo necessario para
ocorrer a separagdo completa das fases. A fase organica foi passada por um funil contendo 1a de
vidro e sulfato de sddio, para retirada de possiveis residuos de dgua da fase organica, e depois
recolhida em um frasco ambar de vidro. Tal procedimento foi repetido por mais duas vezes,
totalizando um volume de aproximadamente 180 mL de extrato organico. Um evaporador

rotativo com temperatura de aproximadamente 40 °C foi utilizado para reduzir o extrato em 3 mL
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e depois, o mesmo foi seco com fluxo de nitrogénio (White Martins, pureza 4.6 FID) e

armazenada sob refrigeracdo (4 °C) até a andlise.



40

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DA TOXICIDADE DO CORANTE AURAMINA

Os organismos utilizados nos ensaios de toxicidade com o corante auramina
encontravam-se saudaveis, uma vez que, todos os resultados dos testes de sensibilidade estavam
dentro das faixas aceitdveis apresentados nas cartas controle (Anexo I).

Para os testes que foram realizados mais de uma vez, os dados foram submetidos a
uma andlise de variancia e foi verificado que ndo havia diferenca estatistica significativa entre os
testes (p >0,05); devido a isso, os mesmos foram agrupados e expressos em um unico resultado
(Figuras 6, 7, 8 e 10). Os dados brutos dos experimentos podem ser consultados no Anexo II.

Algas, juntamente com os microcusticeos da ordem Cladocera, vém sendo os
organismos mais utilizados para avaliar a toxicidade de corantes (Walthall and Stark, 1999;
Novotny et al., 2006 ; Liu et al., 2007; Wong et al., 2007; Verma, 2008; Bergsten-Torralba et al.,
2009; Ferraz et al., 2011; Luna et al., 2014, Vacchi et al., 2013; Vacchi et al., in preparation).
Para auramina, dentre os organismos testados, a alga R. subcapitata mostrou ser o organismo
mais sensivel (Figura 6), no entanto, estudos anteriores com outros corantes, mostraram que em
geral a R. subcapitata possuia baixa sensibilidade para estes tipos de compostos (CI507,, de
4800 a >100000 ug L']) (Novotny et al., 2006; Vinitnantharat et al., 2008 Luna et al., 2014).
Devido a isso, os dados obtidos neste trabalho sugerem a auramina como o corante mais téxico

para a alga R. subcapitata.
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Figura 6. Resultados do teste de toxidade do corante auramina para R. Subcapitata (72 horas de exposicdo,
n=3). a) Curva dose resposta dos testes agrupados para célculo da concentracdo que inibiu 50% o
crescimento celular das algas (CI50;,,), e seu intervalo de confianga de 95%; b) Média do crescimento
celular em cada concentragdo testada, o desvio padrio € indicado acima de cada barra e * refere-se a

diferenca significativa a partir do controle (p <0,05), utilizado para a determinacdo da concentracdo de
efeito ndo observado (CENO).

Nos testes com D. similis (Figura 7) o endpoint mais sensivel ao corante auramina foi
a reproducdo (CENO=500 ng L (Figura 7b). A avaliacdo da toxicidade de outros corantes para
essa espécie de microcrustaceos foi baseada apenas em testes agudos (Ferraz et al., 2011; Luna et

al., 2014, Vacchi et al., 2013).
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Figura 7. Resultados dos testes de toxidade do corante auramina para D. similis. a) Curva dose resposta
dos testes agrupados para célculo concentrag@o de efeito a 50% dos organismos (CE50.4p,), € intervalo de
confianca de 95% (n=3); b) Total de neonatas produzidas apds 15 dias de exposi¢do, * refere-se a

diferenca significativa a partir do controle ( p<0,05), utilizado na determinag@o da concentragdo de efeito
nio observado (CENO).
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Para H.attenuata e D.rerio, além da mortalidade (Figuras 8a e 10) efeitos subletais

também foram observados (Figuras 9, 11 e 12) .

Nos testes com H. attenuata, para o cdlculo da CL50¢s, somente os efeitos irreversiveis
foram considerados (estigio D e E) e para determinar o valor de CENO (Figura 8b) todos os
efeitos foram considerados. De acordo com a CL50qs, de 4955 + 446 ug L'l, H. attenuata

representa o organismo mais resistente a esse corante.
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Figura 8. Toxicidade do corante auramina para Hydra attenuata (n=3); a) Curva dose resposta dos testes
agrupados para determinacdo da concentragdo letal a 50% do (CL504s,) com intervalo de confianca de
95%, b)Determinacdo da concentragio de efeito ndo observado (CENO): Média da porcentagem de efeitos
em cada concentracio testada, o desvio padrdo € indicado acima de cada barra e * refere-se a diferenca

significativa a partir do controle ( P <0,05).
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Figura 9. Efeitos do corante auramina observados na morfologia dos tentdculos das hydras p6s 96 horas de
exposi¢do. A) Hydra normal, B) Bulbo nos tentdculos, C) Tentdculos encurtados com bulbos, D) Tulipa,

E) Desintegrado.
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A partir dos testes com o peixe D. rerio, foi possivel determinar uma CL50qq, de
1758 (£45) ng L' (Figura 10), mostrando que dentre os consumidores secunddrios, 0s peixes
foram mais sensiveis para o corante auramina. Oryzias latipes foram utilizados para verificar a
toxicidade do corante auramina na sua forma ionizada (hidrocloreto de auramina) por Tonagai et
al. (1982) e apesar de serem espécies de peixes diferentes, a toxicidade foram similares em um
mesmo periodo de exposi¢ao, CL504g, de 3200 pg L' para o Oryzias latipes e CL504g, de 2759

ug L' para D. rerio.
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Figura 10. Curva dose resposta dos testes agrupados para determinacdo da concentragado letal a 50% dos
embrides de D. rerio apds 96 horas de exposi¢do ao corante auramina, com intervalo de confianga de 95%
(n=3).

A toxicidade aguda no desenvolvimento embriondrio de D. rerio para trés corantes,
Bisico Violet 14, Direto Red 28 e Acido Red 26 foram avaliadas por Shen et al. (2015), obtendo
CL50 de 60,63; 476,84 ¢ 2500 mg.L'l, respectivamente, mostrando que o auramina pode ser até

1000 vezes mais toxico que outros corantes para essa espécie de peixe.
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Anormalidades no desenvolvimento embriondrio foram observadas a cada 24 horas
(Figura 11). A diminui¢do nos efeitos a partir de 48 horas é devida a morte dos embrides, sendo
assim somente os efeitos subletais estdo relatados na Figura 11. Os efeitos mais frequentes foram
edemas e curvatura na calda, tais efeitos, aparecem desde o primeiro dia de exposicdo
permanecendo até o dltimo, nas primeiras 24 horas observou-se apenas nas concentragdes mais
altas e com o aumento do periodo de exposi¢do até na menor concentracdo testada os mesmos
consistiam. Os edemas foram observados em vérias partes dos embrides: cabeca, calda, e perto do
coracdo (Figura 12). O endpoint edema cardiovascular também foi observado por Shen et al.
(2015), apds avaliar a toxicidade de outros corantes cancerigenos, entretanto, esse efeito so foi
relatado em concentracdes superiores a 2500 x 10° p g L' e para o corante auramina na
concentragdo 1000 pg L' esse efeito ja era notado. Nao foi possivel determinar um valor de
CENO, pois no término do teste 100% dos organismos apresentavam apresentam algum tipo de
efeito até na primeira concentracdo, devido a isso, a CENO foi considerado como sendo < 1000

ug L (Figura 11 e 12).
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Figura 11. Anormalidades observadas nos embrides de D. rerio. Média da porcentagem de organismos
com anormalidades ap6s 24, 48, 72 e 96 horas de exposi¢do ao corante auramina em cada concentragdo
testada (n=3), o desvio padrdo € indicado acima de cada barra.
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Figura 12. Anormalidades nos embrides de D. rerio a cada 24 horas de exposi¢do ao corante auramina.
Efeitos observados em cada concentracdo: A) Embrido normal. B) Curvatura da calda. C) Curvatura da
calda e edemas. D) Curvatura da calda e mé formacao dos olhos. E) M4 formacgao da cabeca e da calda. F)
Larva normal. G) Curvatura da calda e edemas cardiovascular. H) Atraso na eclosdo, alteracdo no liquido
amnidtico e edema cardiovascular. I) Larva normal. J) Alteracdo no equilibrio. K) Curvatura da calda,
edema cardiovascular e absorcdo do saco vitelineo. L) Larva normal. M) Curvatura da calda, absor¢do do
saco vitelino edema cardiovascular e na cabega. N) Curvatura da calda, edemas (Cardiovascular cabega) e
absorcao do saco vitelineo.

ApOs a avaliacdo da toxicidade do corante auramina frente a organismos de
diferentes niveis tréficos (Tabela 3) foi possivel classificar a toxicidade do mesmo baseando-se
no Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos
(GHS) (UNITED NATIONS, 2013), que classifica compostos quimicos embasados no seu
perigo, mostrando que o corante auramina pode ser classificado como muito téxico em relacdo

aos efeitos cronicos e como toxico em relagao aos efeitos agudos.
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Tabela 3. Resultados dos testes ecotoxicoldgicos com o corante auramina.

ORGANISMOS ENDPOINT EXPOSICAO RESULTADOS (ug L'l)
Inibi¢ao do
72 horas CI50* =395+110%*
crescimento
R. subcapitata
Inibi¢ao do
72 horas CENO’= 60
crescimento
Imobilidade 48 horas CE50°=2738+153%
D. similis
Reproducao 15 dias CENO= 500
Letalidade 96 horas CL50%= 4955+446%*
H. attenuata
Efeitos subletais 96 horas CENO =1000
D. rerio Letalidade 96 horas CL50= 1758+45*
Anormalidades 96 horas CENO =<1000

“CI50: Concentracio de inibi¢do 50%, "CENO: Concentragio de efeito ndo observado, ‘CE50:
dConcentracio de efeito 50%, CL50: “Concentracdo letal 50%. * Valores referentes ao intervalo de

confianga 95%.
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5.2 DERIVACAO DO CRITERIO PARA PROTECAO DA VIDA AQUATICA

Um critério para protecdo da vida aqudtica de 1,2 pg L' foi derivado com base no
endpoint mais sensivel observado nos testes com o corante auramina (CENO para R. subcapitata
de 60 pg L"), dividido por um fator de avalia¢do de 50. O FA de 50 foi empregado, pois, mesmo
com valores de CENO para trés niveis troficos, ndo foram realizados testes crOnicos com peixes.
Entretanto, é importante ressaltar que o protocolo de derivagdo € um processo continuo que deve
ser revisado assim que novos dados estiverem disponiveis. O critério derivado para o corante
auramina poderd ser comparado com dados de ocorréncia em dguas superficiais e verificar se hi

ou ndo um risco para os organismos na qual estardo expostos a esta substancia.



49

5.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO PARA DETERMINACAO DO
CORANTE AURAMINA EM AGUAS

5.3.1 Analise Cromatografica

A fim de se definir as melhores composi¢cdes da fase moével, diferentes
cromatogramas foram avaliados tanto no modo isocrdtico quanto no modo usando gradiente de
concentracdo em fun¢do da porcentagem aquosa da fase mével. Usando os parametros como
tempo de retencdo (Tgr), fator constante de retencdo (k) e resolugdo entre os picos foi possivel
concluir que a melhor condi¢do de eluicdo e FM foi obtida por uma corrida isocratica com fase
moével metanol/dgua acidificada (0,1%) 50:50 (v/v) em vazao de 0,8 mL min™. O tempo total de
cada andlise foi de 15 minutos e os cromatogramas foram avaliados em 437 nm, comprimento de
onda de mixima absor¢do do corante auramina. A Figura 13 mostra o cromatograma obtido nas
condic¢des escolhidas e o espectro de absor¢do do corante auramina obtidos por DAD, na injecdo
de um padrdo com concentragio de 1,0 mg L' A identificacdo do pico foi baseada no tempo de

retencao de 7,66 £ 0,42 minutos.
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Figura 13. Cromatograma e espectro de absor¢do do corante auramina obtidos por HPLC-DAD para um
padrio de 1,0 mg L.
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5.3.2 Parametros verificados

A linearidade do método desenvolvido foi verificada através do coeficiente de
correlacdo (r) obtidos da curva analitica. Na Figura 14 podemos observar que o R? foi maior que
0,99; mostrando que o método empregando HPLC-DAD na detec¢do de auramina em &4guas,

atendeu tanto as exigéncias da ANVISA, quanto do INMETRO.
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Figura 14. Curva analitica empregando padrdes externos em HPLC-DAD construida para o corante
auramina.

Definidos através do método visual, os limites de deteccdo e quantificacdo
determinados foram de 10 pg L™ e 100 ug L™, respectivamente, e considerando amostras com um
fator de concentracdo de 1000 foi possivel estimar um limite de deteccdo de 0,01 pg L e de
quantificacdo de 0,1 ug L. Para futuras avaliacdes de risco do corante auramina tais pardmetros
de validacdo deveriam ser inferiores ao critério de protecdo da vida aquética e isso foi
concretizado com sucesso, pois o limite de quantificacdo encontrado foi 12 vezes menor que o

critério derivado neste trabalho.
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A eficiéncia da extracdo foi avaliada primeiramente através de um ensaio de
recuperagdo em amostras de dguas superficiais coletada no Rio Piracicaba em Americana- Sao
Paulo enriquecida com 1,0 mg L' do corante, obtendo uma eficiéncia na extra¢ao de 92%, o que
atende as exigéncias da ANVISA e do INMETRO. Para verificar a eficiéncia da extragdo com
concentracdoes mais proximas do critério derivado, o teste de recuperagao foi repetido com
amostras de dgua deionizada contendo 1,0 ug L do corante auramina, neste ensaio a recuperagao
foi um pouco menor (77%), entretanto continuou atendendo as exigéncias das agéncias citadas
acima.

Contudo, pode-se afirmar que o método analitico desenvolvido neste trabalho, de
acordo com os parametros de maiores méritos que foram verificados, mostrou que é capaz de
detectar auramina em 4guas superficiais, além de apresentar um limite de deteccdo menor que o
valor do critério derivado. Entretanto, € importante ressaltar, que este trabalho teve por finalidade
proporcionar um passo inicial para outros grupos de pesquisas ou até mesmo agéncias
governamentais que queiram verificar a ocorréncia deste corante em 4guas. Porém, para fins de
monitoramento outros parametros, tais como seletividade, precisdo, exatiddo e robustez do

método também deverao ser validados (Ribani et al., 2004).



52

6. CONCLUSAO

e O organismo que apresentou maior sensibilidade para o corante auramina foi a alga R.

subcapitata, com valor de CENO de 60 ug L™

e Um critério para protecio da vida aqudtica de 1,2 ug L' foi derivado, a partir do

organismo mais sensivel ao corante auramina.

O método analitico desenvolvido neste trabalho, de acordo com os parametros que foram
validados, mostrou que ser eficiente na determina¢do do corante auramina em aguas, além

de apresentar um limite de detec¢do menor que o valor do critério derivado.

O critério derivado e o método desenvolvido poderdo auxiliar outros grupos de trabalho
ou até mesmo agéncias governamentais em uma futura avaliagdo de risco do corante

auramina para protecdo da vida aquética.
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ANEXO 1 - CARTAS CONTROLE DOS ORGANISMOS TESTES

Cada grafico mostra os resultados de todos os teste expressos em CES0 para D. similis,
CL50 para H. attenuata e CIS0 para R. subcaptata (Figuras 1, 2 e 3) bem como, a média dos
resultados e + duas vezes o desvio padrao (DP) da média. Cada carta controle é equivalente ao

periodo na qual os testes com o corante auramina foram realizados.
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Figura 1. Carta controle dos testes com substancia de referéncia (NaCl) para R. subcaptata
referente aos anos de 2014 e 2015.
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Figura 2. Carta controle dos testes com substancia de referéncia (NaCl) para D. similis referente
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Figura 3. Carta controle dos testes com substancia de referéncia (NaCl) para H. attenuata

ao ano de 2015.
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ANEXO 2- DADOS BRUTOS DOS TESTES DE TOXICIDADE

TESTE CRONICO COM R. subcapitata

Média de células

Concentracdes (ug L) Teste 1 Teste 2 Teste 3

Solvente 207 211 359
0 212 216 327

20 216 209 333

60 146 233 278

200 130 148 257

600 65 91 96

2000 15 23 29

TESTE AGUDO COM D. rerio

% de organismos mortos

Concentracdes (ug L) Teste 1 Teste 2 Teste 3
Solvente 0 0 0
0 0 0 0
1000 5 5 5
1900 72 40 35
3700 100 100 100
7100 100 100 100

13600 100 100 100
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TESTE AGUDO COM D. similis

% de organismos imoveis

Concentracoes (ug LY Teste 1 Teste 2 Teste 3
Solvente 0 0 0
0 0 0 0
1000 0 5 5
1500 5 5 20
2000 5 5 35
3000 65 55 70
4000 85 80 95
TESTE CRONICO COM D. similis
Concentraciao
Média de neonatas Reproducio (%) Inibicao (%)
(ngL™)
Solvente 81 99,4 0,6
0 80,5 100 0
100 76,9 95 5
200 75,1 92,7 7,3
500 57,3 70,7 29,3
1000 39,1 48,3 51,7
2000 0,4 0,5 95
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TESTE AGUDO COM H. attenuata. (Endpoint: Mortalidade)

% de organismos mortos

Concentracoes (ug LY Teste 1 Teste 2 Teste 3

Solvente 0 0 0
0 0 0 0
500 0 0 0
1000 0 0 0
2000 0 0 0

3500 11 11 22

7000 89 78 100

TESTE AGUDO COM H. attenuata. (Endpoint: Efeitos subletais)

% de organismos afetados

Concentracdes (ug L) Teste 1 Teste 2 Teste 3

Solvente 0 0 0
0 0 0 0
500 0 0 0
1000 0 44 33

2000 100 100 100

3500 100 100 100

7000 100 100 100
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