s‘" UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS ‘

. Faculdade de Tecnologia
¥ ’ <
UNICAMP /]

FACULDADE DE TECNCLOGIA

Maria Gabriéla Caxias Ribeiro

Avaliagao ecotoxicolégica da ivermectina no solo:

efeitos para microrganismos, mesofauna e plantas

Limeira/SP
2023



Maria Gabriéla Caxias Ribeiro

Avaliagao ecotoxicolégica da ivermectina no solo:

efeitos para microrganismos, mesofauna e plantas

Trabalho de Conclusdo de Curso, apresentado a
Faculdade de Tecnologia da Universidade Estadual de
Campinas (FT/UNICAMP) como parte dos requisitos
para a conclusdo do curso de Tecnologia em
Saneamento Ambiental.

Orientadora: Profa. Dra. Cassiana Maria Reganhan Coneglian

Este trabalho corresponde a versdo final do
trabalho de conclusdo de curso defendido por
Maria Gabriéla Caxias Ribeiro e orientado pela

Profa. Dra. Cassiana Maria Reganhan

Limeira/SP
2023



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Tecnologia
Luiz Felipe Galeffi - CRB 8/10385

Ribeiro, Maria Gabriéla Caxias, 2001-

R354a Avaliacdo ecotoxicoldgica da ivermectina no solo : efeitos para
microrganismos, mesofauna e plantas / Maria Gabriéla Caxias Ribeiro. — Limeira,
SP : [s.n.], 2023.

Orientador: Cassiana Maria Reganhan Coneglian.
Trabalho de Concluséo de Curso (graduagéo) — Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Tecnologia.

1. Toxicologia ambiental. 2. Ivermectina. 3. Solos - Poluigdo. . Reganhan-
Coneglian, Cassiana Maria,1970-. Il. Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Tecnologia. lll. Titulo.

Informacdes adicionais. complementares

Titulo em outro idioma: Ecotoxicological evaluation of ivermectin in soil: effects to
microorganisms, mesofauna and plants
Palavras-chave em inglés:

Environmental toxicology

Ivermectin

Soil pollution

Area de concentragdo: Saneamento Ambiental
Titulagao: Tecnologo

Banca examinadora:

Cassiana Maria Reganhan Coneglian [Orientador]
Marta Siviero Guilherme Pires

Marcela Ravanelli Martins

Data de entrega do trabalho definitivo: 30-06-2023



FOLHA DE APROVAGAO

Comissao julgadora da sesséao publica de defesa de trabalho de concluséo de
curso para o grau de Tecnologia em Saneamento Ambiental, a que se submeteu a
aluna Maria Gabriéla Caxias Ribeiro, em 29 de junho de 2023 na Faculdade de
Tecnologia - FT/UNICAMP, em Limeira/SP.

Profa. Dra. Cassiana Maria Reganhan Coneglian

Presidente da Comissao Julgadora

Profa. Dra. Marta Siviero Guilherme Pires
Faculdade de Tecnologia da UNICAMP

Msc. Marcela Ravanelli Martins
Faculdade de Tecnologia da UNICAMP

A Ata da defesa, assinada pelos membros da Comissao Examinadora, encontra-se
no SIGA/Sistema de Fluxo de Dissertagcao/Tese e na Secretaria de Pds-graduacgao

da Faculdade de Tecnologia.



Agradecimentos

A minha familia, meu eterno agradecimento por seu amor incondicional,
encorajamento e apoio em todas as fases da minha vida académica. Seu suporte
emocional foi crucial para a minha motivagao e perseveranca.

Gostaria de expressar minha gratiddo a minha orientadora, Dra. Cassiana
Maria Reganhan Coneglian, pela orientacdo dedicada, paciéncia e sabedoria
compartilhada ao longo deste processo. Seu conhecimento profundo e entusiasmo
pela pesquisa foram essenciais para o desenvolvimento deste trabalho.

Meus agradecimentos se estendem aos professores e responsaveis pelo
Laboratério de Microbiologia, Laboratério de Estudos Avangados em Microbiologia e
Laboratério Fisico-Quimico da Faculdade de Tecnologia da UNICAMP, que
contribuiram de alguma forma para que essa pesquisa fosse realizada. Agradeco
especialmente aos técnicos do laboratério Gilberto de Almeida Anjaina F.
Albuquerque e as pesquisadoras da pos-graduagdo em tecnologia e engenharia
ambiental, por compartilharem seu conhecimento e por incentivarem meu interesse
pela pesquisa cientifica.

Nao posso deixar de agradecer ao meu colega Jodo Lucas Oliveira, pelo
auxilio e apoio, a minha colega de area de pesquisa Bruna Santos, pelo auxilio e
compartiihamento de conhecimento, e aos bolsistas SAE do Laboratério de
Microbiologia pelo auxilio na reta final dos experimentos.

Agradeco também aos demais membros da banca examinadora, Dra. Marta
Siviero Guilherme Pires e Msc. Marcela Ravanelli Martins, por dedicarem seu tempo
e expertise para avaliar este trabalho e fornecer valiosas sugestdes e criticas
construtivas.

A todos que contribuiram direta ou indiretamente para este trabalho, meu
sincero agradecimento. Sem vocés, este TCC n&o teria sido concluido com
sucesso. Espero que este trabalho possa contribuir para a ampliagcdo do
conhecimento na area da microbiologia e da ecotoxicologia e para o avango da

ciéncia como um todo.

Muito obrigada a todos!

Maria Gabriéla Caxias Ribeiro



Resumo

A crescente demanda por recursos oriundos da pecuaria tem impulsionado a
busca por tecnologias e métodos que visam melhorar a qualidade de vida dos
animais criados nessa atividade, como o0 uso de medicamentos veterinarios para
prevenir e reduzir o risco de doengas e infecgbes. No Brasil, a ivermectina € um
desses medicamentos amplamente utilizados e o0s animais excretam essa
substancia junto com as fezes, podendo afetar a biota do solo onde é depositada.
Com o objetivo de avaliar a toxicidade da ivermectina, este projeto consistiu na
realizacdo de testes de toxicidade em solo artificial tropical, utilizando o
medicamento comercial injetavel produzido pela empresa Merial Saude Animal
LTDA, contendo ivermectina a 1%. Para a avaliagao da toxicidade na mesofauna, foi
utilizado o organismo-teste Enchytraeus crypticus, que desempenha um papel
fundamental na decomposicdo da matéria organica do solo, amplamente
empregado em estudos de ecotoxicologia devido a sua sensibilidade as alteracdes
ambientais. Para avaliar a fitotoxicidade do composto, utilizou-se sementes de
Eruca sativa (racula), da variedade Antonella e Lactuca sativa (alface) da variedade
Lisa, adquiridas na empresa ISLA®, comumente avaliadas em testes de toxicidade
de compostos quimicos por refletir a resposta das plantas a condigbes adversas,
avaliando-se o comprimento € o numero de sementes germinadas. Para avaliar os
efeitos para a comunidade microbiana do solo, aplicou-se o método respirométrico
de Bartha e Pramer, que avalia a atividade microbiana do solo, mediante o processo
de respiragcdo dos microrganismos, pela geragcdao de CO, em solos expostos a
diferentes concentragdes de substancias quimicas. Com os resultados obtidos nos
testes aplicados neste estudo, notou-se que a lvermectina acarreta em graves
efeitos adversos para a mesofauna, mas sem efeitos significativos para a
germinagado das sementes analisadas e apresentou lenta biodegradabilidade no
solo, avaliada pelo método respirométrico. Desse modo, evidencia-se que, dentre os
organismos testados, 0 mais sensivel a exposi¢cao de ivermectina € o Enchytraeus
crypticus e que, conforme abordado no decorrer deste trabalho, trata-se de um
composto que, apds ingestdo e liberagdo em solo, apresenta alteragées negativas

quanto a qualidade deste.

Palavras-chave: toxicologia ambiental; ivermectina; poluicdo do solo.



Abstract

The growing demand for resources from livestock has driven the search for
technologies and methods to improve the quality of life of animals raised in this
activity, such as the use of veterinary drugs to prevent and reduce the risk of
diseases and infections. In Brazil, ivermectin is one of these widely used drugs and
animals excrete this substance along with feces, which can affect the soil biota
where it is deposited. In order to evaluate the toxicity of ivermectin, this project
consisted of conducting toxicity tests in tropical artificial soil, using the commercial
injectable drug produced by the company Merial Saude Animal LTDA, containing
ivermectin at 1%. For the evaluation of toxicity in mesofauna, the test organism
Enchytraeus crypticus was used, which plays a fundamental role in the
decomposition of soil organic matter, widely used in ecotoxicology studies due to its
sensitivity to environmental changes. To evaluate the phytotoxicity of the compost,
seeds of Eruca sativa (arugula), of the Antonella variety and Lactuca sativa (lettuce)
of the Lisa variety, purchased from the ISLA® company, commonly evaluated in
toxicity tests of chemical compounds for reflecting the response of plants to adverse
conditions, were used, evaluating the length and number of germinated seeds. To
evaluate the effects on the soil microbial community, the respirometric method of
Bartha and Pramer was applied, which evaluates the microbial activity of the sail,
through the process of respiration of microorganisms, by the generation of CO2 in
soils exposed to different concentrations of chemical substances. With the results
obtained in the tests applied in this study, it was noted that lvermectin causes
serious adverse effects on the edaphic fauna, but without significant effects on the
germination of the seeds analyzed and presented slow biodegradability in the soil,
evaluated by the respirometric method. Thus, it is evident that, among the organisms
tested, the most sensitive to ivermectin exposure is Enchytraeus crypticus and that,
as discussed throughout this work, it is a compound that, after ingestion and release

into the soil, presents negative changes in its quality.

Keywords: environmental toxicology; ivermectin; soil pollution.
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1 INTRODUGAO

A intensificacdo da produgdo de alimentos nas Uultimas décadas tem
impulsionado o uso crescente de tecnologias e métodos para o tratamento de
animais de criagao, visando minimizar os riscos e sintomas de doencas e infeccodes.
Entre os tratamentos veterinarios mais utilizados encontra-se a aplicacdo de
farmacos de prevencao, como a ivermectina, no controle e tratamento de parasitas
em bovinos, suinos, ovinos e equinos (LOVADOURO et al., 2013).

A ivermectina € uma substancia classificada como altamente téxica (classe
lIl) e degradagdo no solo com meia-vida (DT50) de 112 dias, podendo variar de 7 a
240 dias. Além disso, apresenta alta mobilidade no solo, com um coeficiente de
adsorgcao (Koc) de 14.150 (VSDB, 2021). Essas caracteristicas indicam que o uso
da ivermectina no tratamento veterinario pode representar um desafio considerando
a possibilidade de atingir o solo, uma vez que € excretada junto com as fezes dos
animais, além de ser um composto quimico de dificil degradacdo (MOLENTO,
2021).

O solo desempenha um papel fundamental como habitat para uma variedade
de organismos, tornando-se crucial a realizagdo de analises de toxicidade para
avaliar os possiveis efeitos que substancias como a ivermectina podem exercer
sobre esses organismos. A interagao entre os organismos e o solo esta diretamente
relacionada a capacidade produtiva do mesmo (NOVAIS et al., 2014).

Desta forma, fica evidente a importancia do da avaliacido dos impactos que a
ivermectina pode produzir para a biota no solo, por meio de métodos aplicaveis a
fim de verificar a toxicidade da ivermectina no solo, para microrganismos,

mesofauna e plantas.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Este trabalho teve como objetivo avaliar o impacto do farmaco de uso
veterinario Ivermectina, na sua formulagdo comercial lvomec® 1% injetavel em

organismos do solo.

2.2. Objetivos especificos
e Avaliar a toxicidade do farmaco veterinario ivermectina no solo artificial

tropical (SAT), utilizando o organismo Enchytraeus crypticus;
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e Avaliar a atividade microbiana do solo quando contaminado com a

ivermectina mediante ensaios de respirometria de Bartha e Pramer ¢;

e Avaliar a fitotoxicidade do farmaco de uso veterinario ivermectina nas

germinagao de sementes de Eruca sativa e Lactuca sativa.

3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Agropecuaria e o uso de farmaco veterinario no Brasil

O Brasil € amplamente reconhecido como um dos protagonistas globais na
produgao de proteina animal, isso porque o pais possui extenso territorio, recursos
naturais favoraveis e um setor agropecuario robusto. Esses atributos contribuem
para o desenvolvimento e crescimento da industria de carne, sendo a bovina a mais
proeminente na producgao brasileira. Os estados de maior atuagao neste setor sao
os estados do Mato Grosso, Goias, Minas Gerais, Sao Paulo e Para, com o sistema
predominante de pastagens (ABIEC, 2023).

No contexto internacional, o Brasil € um importante exportador de carne,
exportando cerca de 191 mil toneladas (R$ 952 Mi) s6 em maio de 2023, tendo
como principal destinagcdo a China (58,8%), além de outros paises como Estados
Unidos, Unidao Europeia, Russia e paises arabes (ABIEC, 2023). Considerando a
alta exportacdo de carne bovina no Brasil, a aplicacdo de métodos para preservagao
da qualidade do produto deve ser igualmente proporcional, desse modo, a
manutencdo da saude e do bem-estar dos animais € um aspecto crucial para
garantir o crescimento continuo e sustentavel desse setor, sendo que os
medicamentos veterinarios, especialmente os antiparasitarios, desempenham um
papel de extrema importancia nesse contexto. Nessa perspectiva, a industria
farmacéutica desempenha um papel significativo na producéo de parasiticidas, e um
dos compostos amplamente utilizados pertencem a familia das avermectinas, a qual
engloba substancias como a ivermectina, abamectina, doramectina e eprinomectina
(FERREIRA et al., 2019).

As avermectinas tém sido amplamente utilizadas na medicina veterinaria,
tanto na pecuaria quanto em outras areas relacionadas a saude animal, devido as
suas propriedades antiparasitarias. No entanto, &€ fundamental investigar os

potenciais efeitos dessas substancias nos ecossistemas em que sao utilizadas. As
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evidéncias disponiveis até o momento indicam que a ivermectina pode exercer
efeitos negativos e até mesmo letais em diversos invertebrados terrestres,
especialmente aqueles que habitam a camada superficial do solo (VOKRAL et al.,
2019).

A ivermectina, assim como os antibiéticos, tém sido amplamente investigada
em estudos de ecotoxicologia veterinaria devido a sua persisténcia, toxicidade e
ampla presenga no meio ambiente. Essa substancia tem sido objeto de estudos
cientificos devido a necessidade de compreender melhor seus efeitos e impactos
nos ecossistemas, abordando a ecotoxicologia da ivermectina e buscando investigar
seus efeitos e distribuicdo no ambiente. Esses estudos fornecem uma base
cientifica sélida para a avaliagdo e mitigagdo dos possiveis impactos na fauna e
flora aquaticas e terrestres (VOKRAL et al., 2019).

A ivermectina € parcialmente metabolizada no organismo e sua principal via
de eliminacdo ocorre por meio das fezes, independentemente da espécie animal e
do método de administragdo. Consequentemente, uma quantidade significativa do
farmaco ativo original pode ser encontrada nas fezes dos animais tratados
(POPOVA et al., 2013 apud VOKRAL et al., 2009).

Da familia das avermectinas a ivermectina € um dos farmacos mais
comercializados, com caracteristicas expressas na Tabela 1 (SINDAN, 2020) e

Figura 1.

Tabela 1: Caracteristicas da lvermectina

Férmula Molecular CusH74014
Peso molecular 875,1
CAS number 70288-86-7
EC number 274-536-0
Solubilidade Insolavel

Fonte: Molbase (2021); PubChem (2021); Sigmaaldrich (2021).
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Figura 1: Estrutura 2D da lvermectina
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Fonte: PubChem (2021).

A liberagdo da ivermectina no ambiente ocorre devido a diferentes
mecanismos, tais como a liberacdo direta de animais em pastagens por meio de
fezes e urina e na aplicagao intencional de esterco e chorume em terras agricolas.
Em contato com o solo, a ivermectina apresenta alta toxicidade mesmo em doses
baixas, sendo caracterizada por sua afinidade lipofilica. Resultando em forte
interacdo com o solo, intensificando a preocupagdo quanto aos efeitos que esse
composto pode exercer sobre microrganismos (JENSEN et al., 2003).

Neste cenario, a avaliagdo dos efeitos toxicoldgicos para o solo tem sido
tema de diversos estudos académicos, aplicando uma vasta quantidade de testes
laboratoriais a fim de identificar quais sao os cenarios em que farmacos veterinarios
e outros compostos de origem antropica podem ser prejudiciais para a qualidade do

solo e a permanéncia de organismos que vivem nele.

3.2 Qualidade do solo e contaminagao

Segundo Ferreira et al. (2019), a qualidade do solo refere-se a capacidade do
mesmo em desempenhar as fungdes essenciais de forma sustentavel, além de
atuar como um indicador de saude e produtividade, bem como da capacidade de
fornecer servigos ecossistémicos vitais, tais como i) ciclagem de nutrientes, que € a
capacidade de retencdao e disponibilizacdo de nutrientes para as plantas; ii)
biodiversidade, pois abrigam uma variedade de organismos, 0os quais s&o vitais na
decomposicdo da matéria organica, ciclagem de nutrientes e melhoria da estrutura

do solo e; iii) seguranga alimentar e saude humana, pois a maior parte da produgao
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de alimento depende do solo em determinada fase do processo, como a agricultura
na producado de vegetais e na agropecuaria para o alimentacdo de animais de
criagao para producao de carne.

Avaliar a qualidade do solo é essencial para o manejo sustentavel e a
preservacdo dos recursos naturais. Além disso, solos contaminados por metais,
residuos quimicos, patdgenos e outros compostos tdxicos, podem representar
riscos quanto a efetivagcdo dos servigos ecossistémicos, tanto para a saude dos
organismos decompositores de matéria organica quanto para a produgdo de
alimentos e para a saude dos consumidores (FERREIRA, 2019).

Segundo SOUZA & SIQUEIRA (2006), a contaminagcdo do solo ocorre
quando substancias nocivas sao introduzidas no solo, resultando em um ambiente
adverso para os organismos vivos e afetando a qualidade e a saude do mesmo. A
contaminagdo pode ter origem natural, como depdsitos minerais ou atividades
vulcanicas, mas é frequentemente causada por atividades humanas, tais como i)
atividades industriais, com emissdes atmosféricas, descarte inadequado de residuos
industriais, vazamentos de produtos quimicos e operagdes de mineragdo, que
resultam na contaminacdo do solo com metais pesados, substancias quimicas
toxicas e poluentes organicos volateis persistentes; ii) agricultura, com o uso
intensivo de fertilizantes, pesticidas e herbicidas, que pode levar a contaminagao do
solo por residuos quimicos; iii) vazamentos de combustiveis, provenientes de
tanques de armazenamento de combustiveis ou acidentes envolvendo
derramamentos de petroleo, causando contaminacido do solo com hidrocarbonetos,
que sao toxicos para os organismos do solo e; iv) atividades domésticas, com o
descarte inadequado de residuos solidos, esgoto e produtos quimicos domésticos,
como O6leos usados, produtos de limpeza e tintas, podem contaminar o solo nas
areas residenciais.

A contaminacgao do solo pode ter impactos significativos no meio ambiente e
na saude humana. Pode afetar a qualidade da agua subterrdnea, uma vez que
substancias contaminantes podem lixiviar e atingir os lengois freaticos. Além disso,
os poluentes do solo podem ser absorvidos pelas plantas e entrar na cadeia
alimentar, representando riscos para a saude humana, bem como a de outros
animais (SILVEIRA e FREITAS, 2007).
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3.3 Avaliagcao da qualidade do solo
3.3.1 Avaliagao ecotoxicolégica com organismos da mesofauna

O organismos indicador Enchytraeus crypticus, pertencente a mesofauna do
solo, um anelideo terrestre da classe Oligochaeta e da familia Enchytraeidae que
desempenha um papel importante na decomposi¢cédo da matéria organica do solo
(DIDDEN et al., 1993). Esses organismos sao incolores, possuem pele lisa e umida,
com tamanho variando de 2 a 40 mm (Figura 2), e apresentam um cinturdo
glandular em forma de anel branco chamado clitelo (clitellum). Embora sejam
encontrados principalmente em ambientes florestais, também s&o encontrados em
outras regides temperadas do mundo, exercendo influéncia na estrutura do solo e
desempenhando um papel essencial na cadeia alimentar (ROMBKE et al., 2017),
sendo responsaveis por regular a decomposicdo da matéria organica do solo,
mesmo que indiretamente (NIVA et al., 2010). Por viverem em contato direto com a
fracdo porosa do solo, esses organismos estdo constantemente expostos a

possiveis contaminantes presentes no ambiente, seja por contato dérmico, ingestao
ou inalagao (CASTRO-FERREIRA et al., 2012).

Figura 2: Enchytraeus crypticus: em meio de cultivo e aspecto geral

Prostomium

i

i

i
-

b)
Fonte: GRANZOTO, 2018 (a) e NEMAPLEX, 2018 (b)

Nesse contexto, o Enchytraeus crypticus € uma espécie comumente utilizada
em ensaios ecotoxicolégicos do solo como organismo-teste para avaliar a
sobrevivéncia, reprodugao, bioacumulagao e caracteristicas comportamentais, como
evasdo, embriotoxicidade, eclosdo, crescimento e estado de maturidade

(GONCALVES et al., 2016). O organismo tem sido utilizado para avaliagdo de
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efeitos de compostos de origem antropica que podem causar efeitos adversos a
esses organismos, tais como metais, agrotoxicos, farmacos de uso humano e
veterinario, lodo de esgoto doméstico e industrial, entre outros (KOLAR et al., 2008;
TUERLINCKX et al., 2015; ZORTEA et al., 2017; JIN et al., 2023).

Um estudo realizado por JENSEN et al. (2003), que aplicaram farmacos
veterinarios antibacterianos e antiparasitarios, avaliando os efeitos adversos em
organismos nao-alvo presentes no solo (colémbolos e enquitreideos), constatou que
esses compostos ndo apresentaram efeitos toxicos a ponto de causar letalidade
para os organismos adultos testados, mas causaram inibi¢do na reprodugédo quando
expostos a concentracbes maiores do que as encontradas em solo.

No entanto, a ivermectina apresentou-se como composto mais toxico para os
organismos testados, sugerindo um potencial risco para espécies nao-alvo que
habitam o ambiente , enquanto os agentes antibacterianos ndo apresentam um
efeito toxico direto em concentragdes ambientais realistas, embora possam causar

efeitos indiretos na cadeia alimentar.

3.4.2 Avaliagao da atividade microbiana do solo

A degradabilidade de um composto diz respeito ao grau de persisténcia, ou
seja, ao tempo em que o mesmo mantém sua estrutura original, mesmo apos sua
aplicagao para o fim pelo qual foi produzido, ou alterada mas ainda atuando como
contaminante de efeito residual no meio em que foi depositado e apresentando
riscos a biota receptora, tais como imobilidade, inibicdo de reproducdo ou até
mesmo letalidade. Os microrganismos heterotréficos (fungos e bactérias) séao,
geralmente, os responsaveis pelo processo de biodegradacdo, convertendo
substancias quimicas em compostos metabdlitos nao toéxicos, como CO, e H,O
(MONTAGNOLLI, 2009).

A atividade microbiana do solo pode ser avaliada quantificando-se o
metabolismo aerdbio e anaerdbio da matéria organica disposta no mesmo. Pode-se
determinar a taxa de transformagao de substancias quimicas orgénicas, bem como
compreender a formagdo e degradagcdo dos produtos resultantes aos quais as
plantas e organismos do solo podem estar expostos. Essa avaliagao € necessaria
para produtos quimicos que sao aplicados diretamente no solo ou que

possivelmente afetam o ambiente do solo (OECD, 2002).
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O método de respirometria é utilizado para avaliar a biodegradacéo de
residuos no solo, onde amostras de residuos ou substancias quimicas sao
incubadas em respirbmetros de Bartha e Pramer (Figura 3), sob condicbes
controladas de laboratério, como temperatura e umidade constantes. Apoés
intervalos de tempo apropriados, as amostras de solo sdo extraidas e analisadas
quanto a substancia original e aos produtos resultantes da transformagao. Neste
ensaio, as taxas de mineralizagdo da substancia testada podem ser determinadas,
quantificando-se o CO, liberado no processo de respiragcao e capturado em solugao
de KOH depositada o respirémetro (SOLDERA et al. 2020).

Figura 3: Esquema respirdmetros de Bartha e Pramer

A- Tampa da canula

B - Canula (@i entre 1 mm e 2 mm), com
canhao Luer

C - Rolha de borracha

D - Brago lateral (8~40 mm; H~100 mm)
E - Solugdo de KOH

F — Amostra de efluente

G - Frasco de Edenmeyer (250 mL)

H - Vélvula

| - Suporte (14 de vidro ou algodao)

J - Filtro de ascarita (0 ~15 mm; H~ 40 mm) &§

‘Adaptado de: (Bartha e Pramer, 1965)

Fonte: SOLDERA et al., 2020.

A respirometria de Bartha e Pramer é um teste que avalia a
biodegradabilidade imediata, ou seja, em 28 dias uma substéncia quimica deve ter
sua estrutura oxidada entre 60 a 80% pelos microrganismos presentes no solo.
Indicando a facilidade com o qual um composto é degradado pela atividade
microbiana sob condi¢des similares as encontradas no ambiente (OECD, 2002).

Pode-se ainda adicionar aditivos biologicos ao teste de respirometria de
Bartha e Pramer, em ensaios onde nota-se reduzida atividade microbiana, neste
caso espera-se que ocorra aumento na taxa de respiragdo microbiana, indicando
maior atividade biol6égica e degradagdo dos compostos organicos presentes no
meio. Esses aditivos bioldégicos sdo compostos que contém microrganismos

benéficos (bactérias, fungos ou enzimas) e podem acelerar a decomposi¢cao de
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materiais organicos complexos, podendo ser uteis em casos em que a atividade
microbiana natural no solo é limitada, como em solos contaminados por substancias
toxicas ou em solos degradados (TYAGI et al., 2011).

TYAGI et al. (2011) apresentam revisdo abrangente sobre a eficacia,
limitagbes e comparagdo entre os processos do uso de aditivos biolégicos em
técnicas de bioaumentacdo e bioestimulacdo e discute estudos experimentais
realizados em sistemas controlados e casos reais de campo para avaliar a aplicagao
dessas técnicas, tais como o de LI et al. (2009), que constataram que um aditivo
composto por cinco fungos (Phanerochaete chrysosporium, Cuuninghamella sp.,
Alternaria alternate (Fr.) Keissler, Penicillium chrysogenum e Aspergillus niger) e trés
bactérias (Bacillus sp., Zoogloea sp. e Flavobacterium) aumentou a taxa de
degradagao significativamente (41,3%) de PAH em solo contaminado; e o de ALISI
et al. (2009), que constataram a degradagdo completa de 6leo diesel e fenantreno,
60% da degradacdo de isoprendides; e cerca 75% da degradacdo dos
hidrocarbonetos totais em 42 dias, com uso aditivo biolégico.

MAZZEO et al. (2020) avaliaram os efeitos da bioestimulagdo na
biodegradagcdo de lodo de esgoto aerdébio e anaerobio em trés diferentes
composic¢des de solo em teste respirométrico de Bartha e Pramer, e relacionaram o
aumento na producdo de CO, com a adicdao de borra de café e bagaco de

cana-de-agucar como bioestimulantes.

3.3.3 Avaliagao da fitotoxicidade na germinagao de sementes

A alface (Lactuca sativa L.) e a rucula (Eruca sativa Mill.) sdo amplamente
consumidas em varias regides do mundo e sao conhecidas por sua composi¢cao
nutricional, rica em nutrientes e fitonutrientes. Essas hortalicas sao fontes
importantes de ferro, potassio, vitaminas A, C, E, folato, entre outras. Essa
composi¢cao nutricional torna tanto a alface quanto a rdcula promissoras na
producado de alimentos funcionais, com potencial para promover a saude humana
(Dall'Acqua et al., 2019; Kim et al., 2016; apud SANTIAGO et al., 2020).

Rucula e alface sao espécies amplamente utilizadas em testes de
fitotoxicidade com metais, e compostos quimicos, por serem sensiveis a efeitos
adversos (SANTIAGO et al., 2020), como o de SOUZA et al. (2022) com a avaliagao

de efeitos do farmaco veterinario eprinomectina em teste de germinagcdo com
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sementes de Allium cepa, que também apresentaram efeitos negativos quando

expostas a elevadas concentragdes da substancia-teste.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais
4.1.1 Equipamentos, vidrarias e reagentes

Os equipamentos, vidrarias e reagentes utilizados no desenvolvimento desta
pesquisa foram os disponiveis no Laboratério de Ecotoxicologia do Solo (LAECOS)
e no Laboratoério de Microbiologia (LAMIC) da FT — UNICAMP.

4.1.2 Organismo teste - Enchytraeus crypticus

O organismo teste utilizado € o Enchytraeus crypticus da classe Oligachaeta,
familia Enchytraeidae, cultivado no Laboratério de Ecotoxicologia dos Solos
(LAECOS) localizado na Faculdade de Tecnologia da UNICAMP (FT/UNICAMP)

4.1.3 Substancia teste - Ivermectina

O farmaco de nome comercial Ivomec utilizado para a contaminacéo do solo
foi a base de Ivermectina a 1%, da Merial Saude Animal LTDA., adquirido
comercialmente. Este farmaco esta registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento sob n° 1275 em 16/12/80, e apresenta em sua composi¢cao a cada
100 mL, 1,0 g de Ivermectina. O farmaco adquirido comercialmente é utilizado para
combater parasitas internos e externos que afetam a produtividade e a saude de

suinos, ovinos e bovinos.

4.1.4 Amostra de Solo

Seguindo o protocolo da norma ABNT — NBR 15537 (2014) foi utilizado para o
teste de toxicidade dos E. crypticus, Solo Artificial Tropical (SAT), uma adaptagao do
solo artificial, preparado em laboratério constituido pela mistura de 72,5% de areia
industrial (fina), 22,5% de caulim, e 5% de fibra de casca de coco.

Para os ensaios de respirometria de Bartha e Pramer, coletou-se solo natural
(Tabela 2) no dia 28 de margo de 2023, em area nao antropizada no campus da
Universidade de Sao Paulo (USP), no Centro de Recursos Hidricos e Estudos
Ambientais (CRHEA), situado a cerca de 25 km do campus 1 da USP Sao Carlos,
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junto a Represa do Lobo (Broa), pela equipe do Laboratério de Estudos Avangados
em Microbiologia (LEMA) da Faculdade de Tecnologia da UNICAMP - Limeira/SP.

Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimicas do solo natural tropical coletado e utilizado
nos ensaios de respirometria de Bartha e Pramer

Parametros Resultados Unidade
Matéria Organica 29 g.dm™
pH (CaCl,) 4.8
Hidrogénio + aluminio 28 mmolc.dm™
Fosforo (P) 5 g.dm
Potassio (K) 0,5 mmolc.dm™
Calcio (Ca) 26 mmolc.dm™
Magnésio (Mg) 6 mmolc.dm™
Soma de bases 32,5 mmolc.dm™
Saturagao de bases 54 %
CTC 60,5 mmolc.dm™
Saturacao de bases 54 %
Boro (B) 0,39 mg.dm™3
Cobre (Cu) 4,3 mg.dm™
Ferro (Fe) 22 mg.dm™
Manganés (Mn) 21,7 mg.dm™3
Zinco (Zn) 1 mg.dm3

CTC = capacidade de troca catibnica
Fonte: IAC, 2023.

4.1.5 Respirometria de Bartha e Pramer

A biodegradacdo da ivermectina foi analisada mediante o método de
respirometria de Bartha e Pramer, de acordo com OECD (2002), e incubados
durante o periodo de 25 dias em estufa BOD a 28 * 2°C, sendo avaliada a geragao

de CO, acumulado durante o processo.
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4.1.5.1 Aditivo Biolégico

O aditivo biolégico, denominado Microgeo foi fornecido pela empresa
Microbiol Industria e Comércio LTDA, localizada no municipio de Limeira - SP, sendo
composto por 5% de produto organico comercial (sélido-Microgeo®), 20% de
esterco bovino e agua. Este composto € um meio de cultura (probidtico) que
alimenta os microrganismos do rumen bovino em compostagem liquida.
(D’ANDREA, 2010).

O Microgeo é em média por 300 grupos de microrganismos, como bactérias,
fungos e leveduras e apresenta até 89% de bactérias, com 107 a 10° células de
microrganismos/mL (MICROGEO BIOTECNOLOGIA AGRICOLA, 2022).

4.1.6 Sementes
Sementes de Eruca sativa (rucula), da variedade Antonella e Lactuca sativa
(alface) variedade Lisa foram adquiridas na empresa ISLA®, ambas livres de

agroquimicos, com germinagao superior a 95%.

4.1.7 Analise de resultados

Os resultados foram aplicados em analise estatistica no software
Paleontological Statistical 4.03 (Past4), com teste de ANOVA, teste de Tukey, teste
de distribuicdo da normalidade segundo Lilliefors L, e determinagdo de desvio

padrao e standard error com o teste univariate statistics.

4.2 Métodos
4.2.1 Avaliagao ecotoxicolégica com Enchytraeus crypticus
4.2.1.1 Preparo de meio de cultivo

Para o preparo de 100 mL da solucédo a ser utilizada como meio de cultivo,
transferiu-se 96,5 mL de agua ultrapura para um frasco de vidro de 250 mL, e em
seguida acrescentou-se 1,7 mg de agar bacteriologico, e acrescentou-se 0,75 mL de
NaHCO; e 0,8 mL de KCL. Homogeneizou-se a solugao e seguiu-se com o frasco
para um agitador magnético com aquecimento, a 250°C, até que a solugéo
apresentasse coloragao translucida. Na sequéncia, levou-se o frasco para autoclave
a 120°C durante 30 minutos e, ao término deste, deixou-se o frasco em bancada

resfriando até atingir 60°C.
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Apods, acrescentou-se 1 mL da solugdo CaCl,.2H,0 e 1 mL de MgSO,,
homogeneizou-se, despejou-se a solugdo em placas de petri e esperou-se até
solidificar e, por fim, armazenou-se as placas embalada em papel aluminio e
armazenada sob refrigeracdo de 4°C até o momento de uso, sendo realizada a

transferéncia de meio de acordo com a necessidade.

4.2.1.2 Cultivo de Enchytraeus crypticus

Seguindo a norma ABNT/NBR 16387 (2012) o cultivo dos
Enchytraeus crypticus foi realizado em placas de Petri com agar nutritivo de acordo
com a descricao no item 4.2.1.1.

Os organismos foram mantidos em estufa de 20 + 2°C, com fotoperiodo de
16h/8h (claro/escuro) e alimentados 2 vezes na semana com farinha de aveia, e a
umidade do meio corrigida com agua destilada. A cada trés meses foi necessario
transferir os organismos para novo meio de cultivo, visando renovar a cultura e

consequentemente garantir que a espeécie sobreviva.

4.2.1.3 Teste de toxicidade cronica com E. crypticus em solo SAT

Avaliou-se o farmaco Ivermectina injetdvel de uso veterinario, de nome
comercial IVOMEC, o qual possui uma concentracdao 1%, ou seja, 10 mg de
ivermectina a cada 10000 mL. As concentragdes do contaminante (Tabela 3) foram
determinadas de acordo com JENSEN et al. (2009), dando-se preferéncia para os

valores multiplos de 2, a fim de cumprir com os requisitos para o calculo do CE50.

Tabela 3: Concentragdes do farmaco ivermectina utilizada nos teste de toxicidade
com o organismos E.crypticus

Identificagao Concentragdo (mg/kg..,)
Controle (Ctrl) 0

C1 0,2

C2 0,4

C3 1,6

C4 3,2

C5 6,4

Fonte: Autoria propria.
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O solo artificial tropical (SAT) foi preparado, pesando-se, 150 g de areia, 10 g
de fibra de coco e 40 g de caulim. Realizou-se este procedimento para cada
concentracao-teste e controle, armazenando-os em sacos plasticos identificados.

Realizou-se a contaminacdo do SAT, aplicando-se, em cada saco plastico
identificado, o volume de ivermectina correspondente a cada concentragao-teste,
como apresentado na Tabela 3, completando com agua destilada, a fim de atender
ao volume de 30 mL correspondente a 20% de umidade do solo, sendo que para a
concentrag&o controle, adicionou-se 30 mL de agua destilada. A fim de estabilizar o
contaminante, os solos preparados ficaram em repouso durante 2 dias.

O teste consistiu na exposicédo de 10 individuos adultos (clitelados) em 30 g
de solo contaminado como o farmaco ivermectina de acordo com ISO 16.387
(2014). O teste foi realizado em 5 repeticdes para cada concentragao utilizada, e 6
repeticdes para o controle, em recipientes de vidro. O teste permaneceu durante o
periodo de 21 dias a temperatura de 20 + 2°C, com fotoperiodo de 12/12h
(luz/escuro), com intensidade luminosa de 400-800 lux. Os organismos foram
alimentados a cada 7 dias com farinha de aveia e correcdo de umidade com agua
destilada.

Mediu-se o pH ao inicio e ao final do teste, e ndo apresentou variacoes
significativas nos valores obtidos nas leituras, ou seja, o pH manteve-se estavel ao
longo do teste.

O teste foi finalizado inserindo-se 1 mL de rosa de bengala (1%) e 20 mL de
alcool 70%, agitando-se cada frasco, os quais, posteriormente, permaneceram em
repouso durante 3 dias.

Para a quantificacdo dos organismos, o solo foi lavado em peneira e
transferido para bandejas brancas, realizando-se a com contagem manual dos
mesmos, com iluminagdo para facilitar a identificagdo dos organismos. Os
resultados foram aplicados no software PAST para analise estatistica e calculo do
CE5O0.

4.2.2 Método respirométrico Bartha e Pramer
4.2.2.1 Reagentes e solugoes

Para a preparacado de agua isenta de CO,, inicialmente, transferiu-se 2 litros
de agua destilada para um béquer 2L, inseriu-se uma barra magnética e seguiu-se

para fervura em chapa de agitagdo magnética com aquecimento durante 30 minutos
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em agitacdo, seguidos de 10 minutos em bancada para resfriamento. Apds,
transferiu-se para um galdo com filtro de ascarita.

Para a preparacédo da solugao de KOH, que é responsavel pela captura do
CO, gerado no processo de biodegradagdo nos respirbmetros, pesou-se 11,2 g de
hidroxido de potassio (KOH) 0,2 N e dissolveu-se em agua isenta de CO,. Apds,
transferiu-se para um recipiente com filtro de ascarita. Padronizou-se a solugao
titulando com 100 mL da solugao ftalato acido de potassio e duas gotas de vermelho
de metila até a solugdo atingir coloragdo alaranjada e anotou-se o volume
consumido.

Apods, utilizando pipeta volumétrica, adicionou-se 17 mL de acido cloridrico
(HCI) concentrado p.a. para um baldo volumétrico 2L, completou-se o volume com
agua destilada e agitou-se para homogeneizar. Por fim, transferiu-se para um
recipiente de titulacdo, e padronizou-se a solucdo titulando com 100 mL de
carbonato de sodio 0,1 N, disponivel no laboratério, e duas gotas de
vermelho-de-metila até a solugéo atingir coloragao alaranjada e anotou-se o volume

consumido.

4.2.2.2 Amostragem e preparagao do solo

Para a verificagcdo da umidade do solo, inicialmente, separou-se cerca de 1
Kg de solo, peneirou-se em peneira de malha 2 mm e transferiu-se cerca de 70 mg
da amostra de solo para duas capsulas de incineragao de peso conhecido, pesou-se
em balanc¢a analitica e anotou-se os valores. Na sequéncia, levou-se as capsulas de
incineragcédo contendo solo umido para estufa, na qual permaneceram por 24 horas a
120 L 2°C. Posteriormente, pesou-se ambas as capsulas e anotou-se os resultados
e, uma vez identificado o percentual de umidade residual, deu-se inicio ao preparo

do teste.

4.2.2.3 Método respirométrico de Bartha e Pramer
O ensaio que avalia a biodegradacao de residuos no solo teve inicio em 11
de abril de 2023, para o qual utilizou-se as concentragdes expressas na Tabela 4,
em triplicata. As concentragcbes foram as mesmas utilizadas em teste de
ecotoxicidade e serdo descritas a seguir.
Aos respirbmetros adicionou-se 50 g do solo com umidade residual

conhecida e utilizando-se pipeta automatica adicionou-se os volumes de ivermectina
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necessarios para cada concentragao e 16 mL de agua destilada, a fim de adequar a
umidade residual do solo latossolo vermelho de 7% com a capacidade de campo de
15%, sendo que para as taxas as quais adicionou-se 1 mL de aditivo biolégico, o

volume de agua destilada foi de 15 mL, apresentado na Tabela 4.

Tabela 4: Concentracdes utilizadas no ensaio de respirometria de Bartha e Pramer
para avaliagao da biodegradagao da ivermectina no solo natural

Respirémetros Concentragao Aditivo biolégico Agua destilada
P (mg/kg solo umido) (mL) (mL)

Controle 1 (C1) 0 0 16
Controle 2 (C2) 0 1 15

Taxa 1 (T1) 0,2 0 16

Taxa 2 (T2) 0,2 1 15

Taxa 3 (T3) 10 0 16

Taxa 4 (T4) 10 1 15

Fonte: Autoria propria

Apos solo disposto no respirbmetro, adicionou-se 10 mL de KOH no brago
lateral do mesmo. Os respirdmetros foram incubados em estufa BOD a 28 X 2° C,
durante o periodo de 25 dias. Para a quantificagao da geracéo de CO,, realizou-se a
titulacdo do KOH periodicamente. O calculo da massa de CO, produzida a cada
titulagao foi obtido de acordo com a Equacéo 1, adaptado da literatura (SOLDERA,
2022)

mCO, = [(A-B)) x 50] x (0,044) x (f HCI) (1)

onde:

mCO, = massa de CO, emitido (mg);

A = Média dos volumes de HCI (mL) gastos na titulagdo dos brancos;

B = Média dos volumes de HCI (mL) gastos na titulagcdo das amostras;

50 = Fator de conversao de neqCO, em nCO,, expressa em umol;

0,044 = Fator resultante da multiplicagdo de trés outros fatores (10® = Fator de
conversao para nCO,, de umol para mol; MMCO, = 44, massa molar do CO, (g mol-1) e
1000 = Fator de conversao de gramas para miligramas);

fHCI = Fator de corre¢ao da concentragao real da solugdo de HCI.
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4.2.2.4 Quantificagao de fungos e bactérias heterotréficas

Simultaneamente ao teste de respirometria de Bartha e Pramer, realizou-se o
plagueamento de fungos e bactérias heterotréficas, utilizando a técnica de
semeadura em placa Pour Plate, em meio Plate Counter Agar (PCA) para bactérias
heterotréficas e meio Sabouraud para fungos, a fim de identificar o numero de
colénias de microrganismos presentes no solo no inicio e no final do ensaio de
respirometria.

Inicialmente, preparou-se a diluigdo 10" (1:10), para tal, transferiu-se 10 g de
solo umido, para frasco contendo 90 L de agua de diluicdo, previamente preparada
com 1 mg de peptona em 1 L de agua destilada, e agitou-se para homogeneizar.
Apos, transferiu-se 9 mL da primeira diluicao (1:10) para um frasco contendo 10 mL
de agua de diluigdo, gerando a diluigdo 10 (1:100). Repetiu-se o procedimento até
atingir a diluigao de 102

Na sequéncia, pipetou-se 1 mL de cada diluicio e placa de Petri, sendo que
para cada diluicdo realizou-se o plaqueamento em triplicata. Apds, adicionou-se os
meios de cultivo, PCA nas placas contendo as diluigdes 102, 10, 10, 108, 107,
102, para o plagueamento de bactérias heterotréficas, e meio Sabouraud nas
placas contendo as diluigdes 10", 103, 10° e 107, para o plagueamento de fungos.
A selecao das diluigdes para fungos e bactérias se deu por conta da baixa presenca
de fungos no solo, testando apenas as menores diluicdes impares para este.

Por fim, acondicionou-se as placas, devidamente identificadas, em estufa
bacteriolégica durante 48 horas a 35 £ 2 °C e, ao final do periodo, realizou-se a
quantificacdo de colbnias em contador de colbnias, utilizando pincel marcador
retroprojetor e contador manual.

O mesmo procedimento foi realizado ao final do teste de respirometria de
Bartha e Pramer, sendo que para cada taxa, realizou-se o plaqueamento em

duplicatas para cada dilui¢ao.

4.2.3 Teste com sementes de Eruca sativa e Lactuca sativa

O teste de fitotoxicidade com as sementes de Eruca sativa e Lactuca sativa
teve inicio em 02 de maio de 2023, para o qual, inicialmente, preparou-se as
solugdes-estoque com volume de ivermectina correspondente para cada

concentracéo (Tabela 5), selecionadas a partir das concentragdes aplicadas no teste
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ecotoxicolégico com Enchytraeus crypticus e no método respirométrico de Bartha e

Pramer, que tiveram como base o intervalo testado por Jensen et al. (2009).

Tabela 5: Concentracgdes testadas no teste de fitotoxicidade com as sementes de alface e

rucula
Solugéo-estoque - alface Solugao-estoque - ricula Concentragéao
Controle Controle (mg/L agua destilada)
(Ctrl - alface) (Ctrl - racula) 0
C1 - alface C1 - racula 0,2
C2 - alface C2 -rucula 3,2
C3 - alface C3 - rucula 10

Fonte: Autoria propria

Para cada concentracdo, preparou-se o teste em triplicatas com sementes de
racula e alface, separadamente. Para tal, adicionou-se um papel filtro com didmetro
de 90 mm em placa de petri e, utilizando uma pipeta automatica, adicionou-se 4 mL
de solugao-estoque. Na sequéncia, utilizando uma pinga, adicionou-se 20 sementes
em cada placa, distribuidas aleatoriamente, atendendo a identificacdo de espécie e
concentracido em cada placa.

Por fim, dispés-se as placas em bandeja enrolada em saco plastico preto
identificado, e acondicionou-se a 22 L 2°C durante 5 dias. Ao final do periodo,
realizou-se a medicao de raizes de cada semente germinada e anotou-se os valores
obtidos.

Realizou-se os calculos a fim de determinar as variagcbes acerca da
germinagao das sementes em relagdo as concentragdes testadas, a partir da meédia
entre as medidas, utilizando a equacéao (2) para o calculo do comprimento médio, a
equagao (3) para o calculo do percentual de variagdo do comprimento médio das
raizes e a equacgao (4) para o calculo do percentual de variagdo de germinacao
(ISO, 2012).

Cmédio = Ctota/ SG (2)

%Var iagéo de ger minagéo = {[ (Cmédio - Cmédio-controle)* 100]/ Cme’dio-controle.} (3)
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%variacédo de germinagéo = {[(SG - SGeoniro)™ 100)/SGontrot (4)

Onde:

Credgio = Comprimento médio das raizes germinadas;

Cita = Comprimento total das raizes germinadas.

SG = Sementes germinadas

SGeonirole = Sementes germinadas no controle.

Crnedio-controle = COMprimento médio das raizes germinadas no controle.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Resultados da avaliagao ecotoxicoldégica com Enchytraeus crypticus

A Figura 4 expressa a média os resultados obtidos na contagem de
organismos apos 21 dias de exposi¢cao de Enchytraeus crypticus as concentragdes
de 0,2 Mg/kgsoo seco (C1); 0,4 MY/kGso0 seco (C2); 1,6 Mg/kGsoo seco (C4); 3,2
MQ/KJsoio seco (C4) € 6,4 mMg/KQsoo seco (C5) do farmaco ivermectina isolada. No
Apéndice A séo apresentados os resultados brutos da quantificagdo dos organismos

do teste.

Figura 4: Desvio padrao e média de reproducao de Enchytraeus crypticus
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Conforme ilustrado na Figura 4, nota-se que com o aumento da concentragao
de ivermectina houve decaimento na reprodugdo de organismos, sendo que na
auséncia de contaminante, a populacdo atingiu a média de 819 organismos, e
quando expostos a maior concentragéo testada (6,4 mg/kgseo seco) @ reprodugao de
organismos diminuiu consideravelmente.

Na Figura 5 estado representadas graficamente as taxas de reprodugédo, que
sdo inversamente proporcionais as taxas de inibicdo, sendo assim, a inibigcdo da

reproducdo aumentou conforme a concentragcao de ivermectina também aumentou.

Figura 5: Percentual de reproducéo e de inibigdo
A Percentual Inibicio @@ Percentual Reprodugao
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Fonte: Autoria propria

Com a taxa de inibicdo, é possivel identificar que a maior concentracdo de
efeito ndo observado (NOAEL) foi a de 0,2 mg/kg (C1), pois apresentou uma taxa de
inibicao inferior a 20%. Também é possivel constatar que a menor concentragao de
efeito observado (LOAEL) foi a de 0,4 mg/L, pois apresentou taxa de inibig&do inferior
a 50% mas superior a 20%. Neste caso, ndo houve concentracdo em que a
reproducdo de organismos foi totalmente inibida, mas a maior concentragcéo
aplicada apresentou cerca de 97% de inibigéo.

Ainda que nao seja letal nas concentragdes e condigbes testadas, a

ivermectina apresenta efeitos extremamente negativos no comportamento
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reprodutivo da espécie Enchytraeus crypticus. Na Figura 5, isso pode ser observado
mais claramente, principalmente por apresentar CE50 em concentragao
relativamente baixa (0,8 mg/kgs.o seco), NA qual a reproducéo de E. crypticus é inibida
em 50%. Na analise de distribuicdo da normalidade, todas as concentragdes
apresentaram p > 0,05, como mostra a Tabela 6, validando os resultados obtidos

neste teste.

Tabela 6: Normalidade Lilliefors L

CT C1 C2 C3 C4 C5

P 1 0,1542 0,06159 0,6337 1 0,1687
Legenda: CT(controIe)=0,0 mg/kgsolo secos C1=Oa2 mg/kgsolo secos C2=014 mg/kgsolo seco’
03=1 16 mg/kgsolo secos C4 = 3,2 mg/kgsolo secos CS = 614 mg/kgsolo seco*

Fonte: Autoria propria

A ivermectina também apresentou-se toxica afetando a reproducao de E.
crypticus no estudo feito por JENSEN et al. em 2003, que aplicaram o contaminante
com intervalo de concentragéo de 0,3 a 300 mg/kgs seco, qUE a@presentou inibicdo na
reproducdo em concentragdes inferiores a 10 mMg/kgsoo secos € lEtalidade total dos

organismos expostos as concentragoes superiores a 10 mg/Kgsoio seco-

5.2 Resultados do ensaio de respirométrico de Bartha e Pramer

A partir dos resultados da quantificagcdo de CO, por titulagdo, (Apéndice B),
calculou-se a geragao acumulada de CO, no periodo do ensaio. A Figura 6
apresenta a geracédo de CO, acumulada (mg CO,), em cada concentragdo, ao longo
dos 25 dias do experimento.

Observa-se que a taxa de respiragao apresentou-se extremamente baixa nas
primeiras 24 horas do teste, com taxa negativa, aumentando consideravelmente do

1° ao 3° dia para todas as concentragdes do farmaco analisadas.
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Figura 6: Geragdo acumulada de diéxido de carbono (mgCOQO,) apds 25 dias
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Legenda: C1 - controle; C2 - controle com adigédo de aditivo bioldgico; T1- 0,2 mg ivermectina/kg solo;
T2 - 0,2 mg ivermectina/kg solo com adi¢do de aditivo biolégico; T3 — 10,0 mg ivermectina/kg solo e
T4 - 10,0 mg ivermectina/kg solo com adi¢ao de aditivo bioldgico.

Fonte: Autoria propria

Nota-se, pelos resultados obtidos, que a adicdo de aditivo bioldgico no solo
controle (C2) apresentou maior produgdo de mgCO, em relagdo ao solo controle
sem aditivo (C1). Considerando o solo contaminado com 0,2 Mmg/kgsyo seco d€
ivermectina e com a adi¢cao de aditivo bioldgico (T2), nota-se maior geracao de CO,
acumulado no periodo em relagédo ao solo contaminado com a mesma concentragao
sem o aditivo (T1) durante o periodo do teste. Ja para os solos contaminados com
10 mg/Kgsoi seco d€ ivermectina, o solo sem aditivo (T3) apresentou maiores taxas de
respiragdo em comparagao com o solo com aditivo (T4).

Nota-se que, na auséncia e na presenga de baixas concentracbes de
ivermectina, as taxas que contém aditivo bioldégico apresentaram maior produgao de
mgCO,, indicando maior respiracdo microbiana em comparagdo as taxas sem
aditivo bioldgico, com isso constata-se que a aplicagdo do mesmo contribui para
biodegradacao da lvermectina em solo, afirmando-se o exposto por TYAGI et al.
(2020), em sua revisdo de estudos realizados com bioestimulantes, de que a
aplicacado de aditivos biolégicos contribui para a eficiéncia de biodegradagéo de

compostos téxicos no solo. No entanto, dentre as taxas testadas, a que apresentou
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maior respiragcéo foi a com o solo contaminado com 10 mg/kgsg seco d€ ivermectina
sem a presenca de aditivo biolégico.

Considerando o alto valor de Koc do contaminante, é possivel que a
ivermectina tenha se fixado aos microrganismos e auxiliado no desempenho dos
mesmos na decomposi¢do da matéria organica presente no solo. A aplicagao de
aditivo bioldégico aumentou a quantidade de microrganismos, e neste caso, €
possivel que tenha sido reduzida a quantidade de contaminante fixado aos

microrganismos presentes, por isso o0 menor desempenho na presencga de aditivo.

5.2.1 Resultados da quantificagao de bactérias heterotréficas e fungos
Realizou-se a quantificacdo de bactérias heterotroficas e fungos no solo

natural (Tabela 7) e apds o ensaio de respirometria de Bartha e Pramer (Tabela 8).

Tabela 7: Quantificacdo de bactérias heterotréficas e fungos do solo (UFC/gg),
antes do ensaio de respirometria de Bartha e Pramer

Fungos Bactérias
Diluigoes 10 102 10+
Solo natural 2 4 5
(UFC/Q..) 2,2X10 1,2 .X10 2,15 X 10

Fonte: Autoria propria

Tabela 8: Quantificacéo de bactérias heterotréficas e fungos do solo (UFC/gg0),
avaliados ap6s 25 dias do ensaio de respirometria de Bartha e Pramer

Fungos (UFC/g Bactérias (UFC/g solo)

solo)

Taxa/Diluigdes 107 1072 10 102
C1 (UFC/g.o0) 4,8 x10° 7,3 x10° * *

C2 (UFC/g.o) 3,6 x10° 3,2 x10° * *

T1 (UFC/gqq10) 34 x10° 7,15x 10° * 1,6 x 10™
T2 (UFC/gsoi0) * 6,9 x10° 2,8 x 10° *

T3 (UFC/gsoi0) 2,4 x10° 5,9 x10° 2,6 x 10° *

T4 (UFC/g..,) * 9,4x10° * *

Legenda: C1 - controle; C2 - controle com adigao de aditivo biolégico; T1- 0,2 mg ivermectina/kg solo;
T2 — 0,2 mg ivermectina/kgsolo com adigédo de aditivo biolégico; T3 — 10,0 mg ivermectina/kg solo e
T4 - 10,0 mg ivermectina/kg solo com adigado de aditivo bioldgico e * resultado inconclusivo.

Fonte: Autoria prépria
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Nota-se que houve aumento da quantidade de microrganismos, nas diluicoes
iniciais de cada concentragao testada, indicando que a ivermectina ndo apresentou
efeitos adversos durante o periodo de exposi¢ao ao solo natural durante o ensaio de
respirometria de Bartha e Pramer. E, relacionando os resultados da quantificagao de
microrganismos aos resultados da producdo de CO,, constata-se que ambos

indicam aumento da populagdo microbiana.

5.3 Resultados do ensaios de fitotoxicidade com sementes

Os resultados obtidos quanto a variagdo de comportamento na germinagao
de sementes de alface, obtidos utilizando as equacgdes 3, 4 e 5, estdo expressos
nas Tabelas 1 e 2 do Apéndice C.

Os resultados indicam que as sementes de alface expostas ao farmaco
ivermectina tiveram menores taxas de germinagdo em relagdo as sementes do
controle normal (CTa,b,c), sendo que dentre as concentragdes testadas, a de 10
mg/L (C3 a,b,c) apresentou menor taxa de variagdo, ou seja, apresentou menor
reducdo na germinacéo das sementes de alface.

Ja em relagcdo ao resultado do comprimento de raizes das sementes de
alface germinadas, a concentragao testada que apresentou menor taxa de variagao
foi de 0,2 mg/L (C1 a,b,c), embora todas as concentragées testadas tenham gerado
sementes germinadas com raizes de menor comprimento em relagdo ao controle.
Desse modo, notou-se efeitos adversos quanto a exposicdo de sementes de alface
as concentragdes de ivermectina aplicadas neste estudo.

Os resultados quanto a variagdo no comportamento de germinacdo das
sementes de rucula, obtidos utilizando as equacdes 3, 4 e 5, estdo na Tabela 1 e 2
do Apéndice D.

Quanto as sementes de rucula, observa-se que houve redugdo na
germinacao de sementes quando expostas a 0,2 mg/L de ivermectina, a menor
concentracio testada, com taxa variagao de 3,5% para menos, enquanto que nas
concentragbes maiores a taxa de germinagdo manteve-se igual a do controle. O
cenario manteve-se semelhante quanto a taxa de comprimento de raizes, mas
neste, as sementes que apresentaram menor comprimento foram as expostas a 10

mg/L de ivermectina, a maior concentragéo testada.
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Assim, como apresentado nas Figuras 7 e 8, nota-se que as sementes de
alface sdo mais sensiveis a exposi¢cado ao farmaco ivermectina quando comparadas
as sementes de rucula, tanto no comportamento de germinagao quanto no
comprimento das sementes germinadas ainda que em ambos 0s casos nao tenham
sido observados grandes efeitos adversos frente a exposicdo das sementes a

ivermectina injetavel.

Figura 7: Média de germinacao de sementes de rucula x alface
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Fonte: Autoria propria

Figura 8: Comprimento médio das sementes de rucula x alface
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6 CONCLUSOES
Assim, com os resultados obtidos neste estudo, conclui-se que a ivermectina

apresentou impacto mais significativo na mesofauna, avaliado pela exposi¢cao ao



36

organismo Enchytraeus crypticus, e que a reducdo da diversidade e abundancia
desses organismos pode comprometer a funcionalidade e a resiliéncia dos solos.

Por outro lado, os resultados indicam que as sementes de rucula e alface
apresentaram maior tolerancia a presenca de ivermectina, assim como a populagao
microbiana do solo (fungos e bactérias heterotroficas), o que sugere que essas
culturas podem ser menos afetadas em termos de germinacgéao, crescimento inicial
e, no caso das populagdes microbianas, a respiracao biologica.

Diante do exposto, € necessario considerar a necessidade de
regulamentacdo e monitoramento adequados para o uso da ivermectina,
especialmente em atividades agricolas e pecuarias, pois a partir dessas
informagdes, podem ser desenvolvidas estratégias de mitigagdo e manejo
adequadas, visando a protecdo da biodiversidade e a sustentabilidade dos
ecossistemas terrestres.

Este estudo fornece evidéncias importantes sobre os potenciais efeitos da
ivermectina na mesofauna, nas sementes de rucula e alface e na populacéo
microbiana do solo. No entanto, € importante ressaltar que esses testes foram
realizados em condi¢cdes controladas de laboratério e que os efeitos a longo prazo
no desenvolvimento das plantas e na diversidade e atividade microbiana devem ser
investigados a fundo. Para tal, sugere-se a aplicagdo de mais pesquisas para
compreender completamente os mecanismos envolvidos e os efeitos a longo prazo

da exposicao a ivermectina em diferentes sistemas ecoldgicos e niveis tréficos.
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8 APENDICES
Apéndice A

Reproducao de reproducao de Enchytraeus crypticus

Ilvermectina ne

(mg/kg solo Replicatas Organismos Média
seco)

958
885
747
786 840
834
834
856
814
728
687 727
712
698
515
531
683 562
556
527
223
169
304 176
89
95
102
77
86 84
66
89
34
21
22 30
49
24

Controle 0

C1 0,2

C2 0,4

C3 1,6

C4 3,2

C5 6,4

MOOW>MOOT>PMOO0ODT>MOOT>PMOOCT>OTMMOO T >

Fonte: Autoria propria



Apéndice B

Tabela 1- Consumo de HCI por concentragao na titulagdo do KOH nos respirbmetros de Bartha e Pramer
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Controle (C1) Controle (C2) Taxa 1 (T1) Taxa 2 (T2) Taxa 3 (T3) Taxa 4 (T4)
Data A B C A B C A B C A B C A B C A B C
12/05 22,2 16,7 181 179 192 174 175 189 185 176 184 174 186 185 17,8 185 18,0 17,0
14/05 158 176 178 174 180 170 178 17,5 158 175 172 168 16,0 154 14,8 158 155 14,8
19/05 16,5 16,9 16,2 16,0 16,7 166 16,9 16,7 16,8 16,5 152 158 145 151 142 16,4 158 151
27/05 171 16,5 16,4 16,2 156 16,7 16,9 157 16,2 151 152 16,1 144 141 143 155 156 14,5
05/05 16,9 128 16,6 168 16,9 16,2 16,7 172 164 159 16,2 153 16,1 16,5 156 158 16,2 12,8

Fonte: Autoria propria
Tabela 2 - Padronizacéo de solucdes utilizados no ensaio de respirometria de Bartha e Pramer
Padronizagao de solugoes

Data Dias NHCI NKOH HCI KOH BR

11/05 1 0,0943 0,1792 21,20 19,00 18,30

12/05 2 0,0913 0,1680 21,90 18,40 18,20

14/05 4 0,0966 0,1855 20,70 19,20 18,70

19/05 9 0,0935 0,1766 21,40 18,90 19,10

27/05 17 0,0905 0,1792 22,10 19,80 18,40

05/05 26 0,0917 0,1789 21,80 19,50 18,90

Fonte: Autoria propria
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Tabela 3 - Produgéo diaria de mgCO, avaliada no ensaio de respirometria de Bartha e Pramer

Respirometria - Produgao Diaria de mgCO,

Data Dias C1 C2 T1 T2 T3 T4

11/05 0 0 0 0 0 0 0

12/05 1 -16,0731 0,6697 -2,0091 8,0365 -2,0091 7,3668
14/05 3 34,7182 26,2158 35,4267 32,5926 70,1449 70,8535
19/05 8 52,7726 54,8287 47,2897 67,1651 92,5234 65,7944
27/05 16 34,5098 44,4646 42,4736 58,4012 82,2926 63,7104
05/05 25 69,9694 45,7492 43,0581 62,5688 57,1865 80,0612

Fonte: Autoria propria

Tabela 4 - Producédo acumulada de mgCO, avaliada no ensaio de respirometria de Bartha e Pramer

Respirometria - Produgao Acumulada de mgCO,

Data Dias C1 C2 T1 T2 T3 T4
11/05 0 0 0 0 0 0

12/05 1 -16,0730 0,6697 -2,0091 8,0365 -2,0091 7,3668
14/05 & 18,6451 26,8855 33,4175 40,6291 68,1357 78,2203
19/05 8 71,4177 81,7142 80,7073 107,7942 160,6591 144,0146
27/05 16 105,9275 126,1787 123,1809 166,1954 242,9517 207,7250
05/05 25 175,8969 171,9279 166,2390 228,7642 300,1383 287,7862

Fonte: Autoria propria



Apéndice C

Tabela 1 - Comprimento de raizes alface

ALFACE (mm)

serr:e‘::es CTa CTb CTc C1a C1b Cilc C2a C2b C2c C3a C3b C3c
1 43 35 37 33 34 39 42 39 41 34 27 38
2 37 35 48 35 35 34 42 44 40 31 29 29
3 41 43 42 38 34 42 44 41 34 29 34 39
4 35 36 44 36 34 28 31 44 42 29 33 37
5 39 42 33 38 36 38 35 32 31 22 40 30
6 40 34 45 37 39 25 32 35 41 24 39 35
7 30 50 46 34 33 28 34 34 32 40 23 27
8 35 27 35 37 34 42 29 30 28 27 35 31
9 32 43 36 33 33 35 34 42 41 29 32 27
10 38 39 38 27 28 28 25 23 29 28 25 26
11 38 44 35 4 34 19 29 37 30 32 31 31
12 10 33 35 6 37 26 35 10 19 28 24 29
13 17 20 34 7 24 32 37 13 20 26 21 33
14 10 11 29 6 15 33 5 18 9 24 29 29
15 5 4 45 8 4 8 4 7 7 21 27 14
16 11 3 43 4 3 18 6 11 6 29 29 7
17 1 14 5 7 8 6 25 7 4
18 5 7 3 3 7 3
19 5 5
20 8

Fonte: Autoria propria



Tabela 2 - Variagao de resultados de germinagédo de sementes de alface
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comprimento
total

sementes
germinadas

replicata
média
replicata

média

% variagao germinagao

comprimento médio

% variagdo comprimento

CONTROLE
CTa CTb CTc
490 492 646
543
20 15 18
18

31

C1=0,2 mg/L ivermectina

C1la
375

14

C1b Cic
450 480
435
14 16
15
-17
30
-3,4

C2a C2b
467 468
464
16 17
17
-5,7
28
-94

C2c
456

17

C3a
485

18

C3b
485
479
17
17
-1,9
28
-10

C2 = 3,2 mg/L ivermectina C3 = 10,0 mg/L ivermectina

C3c
467

17

Fonte: Autoria propria



Apéndice D
Tabela 1 - Comprimento de raizes rucula

RUCULA (mm)
sez;gﬁes CTa CTb CTc C1a C1b C1c C2a C2b C2c C3a C3b C3c
1 43 54 46 51 50 17 39 67 67 55 46 39
2 42 57 45 40 42 43 38 43 4 41 45 39
3 44 53 47 68 27 50 45 45 45 32 42 36
4 51 60 46 48 63 50 45 38 38 45 44 43
5 49 49 46 26 50 43 41 50 50 53 27 51
6 41 45 44 32 53 35 40 35 35 35 52 45
7 49 36 41 52 56 54 34 44 44 36 44 44
8 43 61 50 45 40 45 50 44 44 45 55 44
9 53 43 46 51 41 43 42 43 43 26 42 38
10 45 29 55 29 36 40 51 55 55 44 44 43
1 45 41 33 53 60 47 49 57 57 39 47 42
12 41 46 47 60 45 41 40 40 40 47 54 50
13 31 25 40 36 60 50 60 42 42 45 41 56
14 39 38 48 46 40 30 60 44 44 37 35 55
15 17 50 46 55 36 40 60 40 40 42 36 54
16 51 48 57 45 45 58 58 43 42 43 39 32
17 46 44 30 44 37 45 55 37 37 43 29 49
18 40 35 47 4 40 4 42 37 37 45 4 44
19 50 4 32 3 11 6 40 62 62 43 54
20 40 4 5 10 40 10

Fonte: Autoria propria
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Tabela 2- Variacao de resultados de germinagao de sementes de rucula

CONTROLE C1 =0,2 mg/L ivermectina C2 = 3,2 mg/L ivermectina C3 =10,0 mg/L ivermectina

CTa CTb CTc C1la C1b Cilc C2a C2b C2c C3a C3b C3c

comprimento replicata 860 818 846 786 832 737 899 798 826 836 722 868
total média 841 785 841 809

sementes replicata 20 18 19 18 19 18 20 18 19 20 17 20
germinadas média 19 18 19 19

% variagao germinagao -3,5 0 0

comprimento médio 44 43 44 43
-3,3 0 -3,9

% variagdo crescimento

Fonte: Autoria propria



