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RESUMO - O controle quimico € a principal estratégia adotada para o controle de pragas e doencas
agricolas. No entanto, o uso indiscriminado de pesticidas pode levar a resisténcia de pragas a estes
compostos, prejuizos ao ambiente e impactos a saude humana. Os bioinsumos de origem vegetal
constituem uma alternativa ambientalmente favoravel ao controle de pragas e doencas agricolas.
Entretanto, dependendo da (concentracdo), podem representar um risco aos seres que habitam os
compartimentos aquaticos. O beta-cariofileno, um sesquiterpeno biciclico, € um dos compostos
produzidos pelas plantas como parte de seu mecanismo de defesa, ao qual é atribuido propriedades
antimicrobianas e inseticidas. A fim de avaliar possiveis danos para a biota aquatica, foram avaliados
os efeitos adversos do beta-cariofileno para as espécies aquaticas Raphidocelis subcapitata

(microalga), Lemna minor (macréfita), Daphnia magna (microcrustaceo), Artemia salina

(microcrustaceo) e Panagrolaimus sp. (nematoide), através de uma relacéo concentragédo-resposta.

Dentre os organismos-teste avaliados quanto aos efeitos adversos do beta-cariofileno, as microalgas
foram os mais sensiveis, demostrando que o composto apresenta um valor de concentracéo efetiva
média (inibicdo de crescimento em 168 h, CE50-168h) equivalente a 0,97 (0,52 - 1,57) mg/L. A
concentracdo hipotética de risco para somente 5% das espécies de uma comunidade (HC5) foi
determinada com valor equivalente a 0,026 mg/L. Este dado auxilia no estabelecimento de uma
concentracdo maxima permissivel nos compartimentos aquaticos associada ao uso de beta-

cariofileno.

Palavras-chaves: Ecotoxicologia, Bioinsumo, Toxicidade, Bioindicador, Organismos aquaticos,

Biopesticida

1Autor: Bolsista CNPq (PIBIC), Graduacdo em Zootecnia, UNESP; mo.nascimento@unesp.br
2 Colaborador: Técnico, Embrapa Meio Ambiente, Jaguariuna-SP.
3 Colaborador: Analista, Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina-SP.

4 Colaborador: Pesquisador, Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritna-SP.
5 Orientador: Pesquisador da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina-SP; claudio.jonsson@embrapa.br



18° Congresso Interinstitucional de Iniciagédo Cientifica — CI1C 2024

27, 28 e 29 de agosto de 2024
ISSN: 2965-2812

ABSTRACT — Chemical control is the main strategy adopted to control agricultural pests. However,
the indiscriminate use of pesticides can lead to pest resistance to these compounds, harm to the
environment and impacts on human health. Botanical biopesticides represent an environmentally
favorable alternative to controlling agricultural pests. However, depending on the concentration, may
represent a risk to the non-target organisms that inhabit the aquatic environment. Beta-caryophyllene,
a bicyclic sesquiterpene, is one of the compounds produced by plants as part of their defense
mechanism, which is attributed with antimicrobial and insecticidal properties. The adverse effects of
beta-caryophyllene were evaluated on the aquatic species Raphidocelis subcapitata (microalgae),

Lemna minor (macrophyte), Daphnia magna (microcrustacean), Artemia salina (microcrustacean)

and Panagrolaimus sp. (nematode), through a concentration-response relationship. Among the test-

organisms evaluated for the adverse effects of beta-caryophyllene, microalgae were the most
sensitive, demonstrating the compound's median effective concentration value (growth inhibition in
168 h, EC50-168h) equivalent to 0.97 (0.52 - 1.57) mg/L. The hypothetical risk concentration for only
5% of the species in a community (HC5) was determined with a value equivalent to 0.026 mg/L. This
data helps the establishment of a maximum permissible concentration in aquatic compartments

associated with the use of beta-caryophyllene.
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1. INTRODUGAO

O controle quimico é a principal estratégia adotada para o controle de pragas e doencas
agricolas. No entanto, o uso indiscriminado de pesticidas pode levar a resisténcia de pragas a estes
compostos, prejuizos ao meio ambiente e impactos a saude humana. Assim, a utilizagdo de
compostos naturais se mostra como uma alternativa ambientalmente favoravel ao controle de pragas
e doencgas agricolas devido a suas propriedades inseticidas e antimicrobianas (Tavares et al., 2021).
Porém, a presenca desses bioinsumos nos ecossistemas aquaticos pode, dependendo da
concentracdo, representar um risco aos seres que habitam estes compartimentos ambientais, néo

existindo na prética, o que se possa chamar de risco zero (Miura et al., 2021).

Para o estabelecimento inicial de concentragdes maximas permissiveis dos bioinsumos é
recomendada a realizacdo de ensaios de ecotoxicidade com organismos bioindicadores. Estes por
sua vez, sao considerados como organismos que respondem de um modo sensivel a poluentes
ambientais, alterando suas funcdes vitais, e com isso tornam-se ferramentas Uteis na avaliacédo de

risco de um bioinsumo em questéo (Zagatto, 2008).
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Terpenos (C5H8) representam a maior classe de compostos quimicos presentes em 6leos

essenciais que podem ser usados como bioinsumos (Viegas Junior, 2003).

O beta-cariofileno (Figura 1), um sesquiterpeno biciclico, € um dos compostos produzido
pelas plantas como parte de seu mecanismo de defesa, ao qual é atribuido propriedades
antimicrobianas e inseticidas (Dahham et al., 2015; Chohan et al., 2023). Entretanto, existe uma
caréncia de dados na literatura a respeito do risco deste composto para a biota aquéatica quando de
seu uso para o controle de pragas e doengas agricolas.

Assim, o0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a toxicidade do beta-cariofileno para
espécies aquaticas de diferentes niveis tréficos e determinar uma concentragdo de baixo risco do
composto para a biota aquatica, ou seja, uma concentragdo que em teoria afeta somente uma baixa

percentagem (5%) dos organismos de uma comunidade aquatica.

CH3 / CH3
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Figura 1. Estrutura quimica do beta-cariofileno

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material-teste

As solugdes-teste contendo beta-cariofileno (0,0; 0,01; 0,10; 1,00, 10 e 100,00 mg/L) foram
preparadas a partir de um produto comercial (Sigma-Aldrich, W225207-1KG-K), usando como
coadjuvante de solubilizacdo Tween 20 (BIOGRADE, AR5142-G1L).

2.2. Avaliacdo datoxicidade e da concentragdo de baixo risco

De acordo com as metodologias descritas por Castro et al. (2022; 2018), foram realizados
estudos de dose-resposta com o0s organismos-teste Raphidocelis subcapitata, Lemna minor,

Daphnia magna, Artemia salina e Panagrolaimus sp.
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Apoés o periodo de exposicado foram determinados os valores de Concentracdo Efetiva que
causa efeito inibitério da mobilidade em 50% da populacdo de organismos (CE50) referente aos
periodos de exposi¢ao por 48 h para Daphnia magna e Artemia salina, e por 96h para Panagrolaimus
sp. Juntamente com os valores de CE50, foram determinados os intervalos de confianga com nivel
de certeza 95%. Para isto, utilizou-se o modulo de “Analise de Probito” do programa estatistico

Statgraphics Centurion XVII, versdo 1. 17. 04 (StatPoint Technologies).

Analogamente aos invertebrados acima citados, foram determinados os valores de CE50
(com intervalos de confianca 95%) referente a 168 h de exposicdo de modo a avaliar a fitotoxicidade
para Raphidocelis subcapitata e Lemna minor através da medida da densidade celular e do numero
de frondes, respectivamente. Para isto, utilizou-se 0 modulo "Regressdo Simples" contido no

programa citado anteriormente.

A concentragdo hipotética de risco para somente 5% das espécies de uma comunidade
(HC5) foi determinada com base numa distribuicdo log-logistica dos valores de Concentragédo de
Efeito Nao Observado (CENO) (Organisation for Economic Co-Operation and Development, 1995;
Wheeler et al., 2002). A HC5 foi calculada com base no intervalo de confianca (limite inferior) da
regressado "Frequéncia acumulada vs Log CENQO" a nivel de 50% de certeza (Maltby et al., 2005;
Cardwell et al., 2018) utilizando o programa Statgraphics Centurion XVII, versédo 1. 17. 04 (StatPoint
Technologies). Os valores de CENO foram determinados pela relacdo CE50/10 (Elmeggard;
Akkerhuis,  2000) ou pelo limite superior do intervalo de confianga da CE10 (concentracao efetiva
em 10%) (Hoekstra; Van Ewijk,1993).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O organismo-teste mais sensivel aos efeitos do beta-cariofileno foi a microalga Raphidocelis
subcapitata (Tabela 1 e Figura 2), sendo o composto classificado como "altamente téxico", pois o
valor de CE50-168h encontra-se na faixa 0,1-1,0 mg/L (Smith et al., 1988; USEPA, 2023). Artemia
salina e Panagrolaimus sp demonstraram valores de CE50 >100 mg/L, o que classifica 0 composto
como "praticamente ndo toxico". Em termos de crescimento demonstrado pela inibicdo de numero
de frondes, de peso Umido e do teor de clorofila total em Lemna minor, o beta-cariofileno foi
classificado como "levemente téxico”, assim como para Daphnia magna em termos de mobilidade.
Esta classificacdo se fundamentou em que os valores de CE50 estiveram na faixa >10 — 100 mg/L
(USEPA, 2023).

Na ficha de avaliacdo de seguranca do produto (Sigma Aldrich, 2024) descreve-se como “n&o
perigoso para o ambiente aquatico”, reportando valores de CE50-48h e CE50-72h de >0,17 mg/L e

>0,033 mg/L para Daphnia magna e para Raphidocelis subcapitata, respectivamente. Observa-se

4



18° Congresso Interinstitucional de Iniciagédo Cientifica — CI1C 2024

27, 28 e 29 de agosto de 2024
ISSN: 2965-2812

que estes dados ndo permitem elaborar uma concluséo a respeito do risco do composto. Entretanto,
Api et al. (2020) descreveram valores de EC50 de 0,329 e 0,281 mg/L em Daphnia magna e algas,
respectivamente, para o oxido de cariofileno. Este composto resultante do metabolismo da cariofileno
€ utilizado na fabricacdo de cosméticos (Fidyt et al., 2016). Os autores estimaram uma
"Concentracao Preditiva Sem Efeito" (CPSE) adverso para as comunidades aquéticas na faixa de
0,00089 - 0,0281 pgl/L.

Portanto, o valor de CE50 referente & inibicdo de crescimento algaceo apresentado no presente
trabalho foi muito préximo ao descrito por Api et al. (2020) para o 6xido de cariofileno. Estes autores
constataram semelhante grau de toxicidade para algas e para microcrustaceos, porém este fato ndo
foi constatado em nossos resultados onde a Daphnia magna demonstrou ser bem menos sensivel
(Tabela 1). Uma possivel explicagdo para isto seria uma menor metabolizacdo do beta-cariofileno

para 6xido de cariofileno pelo microcrustaceo, comparativamente as microalgas.

Na Figura 3 & demonstrada a fungéo log-logistica da sensibilidade acumulada de acordo com os
valores de CENO para diferentes organismos-teste. A variabilidade de sensibilidade para as
diferentes espécies gerou diferentes valores de CENO que permitiram calcular um valor de HC5
equivalente a 0,026 mg/L. Fatores de seguranga de 1 - 5 podem ser aplicados a este valor (ECHA,
2008) obtendo-se valores de CPSE na faixa de 0,026 a 0,0052 mg/L.

Tabela 1. Suscetibilidade dos organismos-teste ao beta-cariofileno demonstrada por valores de concentracdo

efetiva media (CE50) referentes aos tempos de exposigao.

Efeito avaliado CE50 (mg/L)

Raphidocelis subcapitata

(microalga) inibicdo de crescimento (168 h) / densidade 0,97 (0,52, - 1,57)
celular

Lemna minor

(macrofita) inibicdo de crescimento (168 h) / nimero de 99,46 (59,26 - 189,54)
frondes

inibicdo de crescimento (168 h) / peso tmido 16,46 (14,03 - 19,98)
inibicdo de crescimento (168 h) / clorofila total 13,86 (12,24 - 15,90)

Daphnia magna
(microcrustaceo) imobilidade (48 h) 49,07 (36,76 - 67,86)

Artemia salina
(microcrustaceo) imobilidade (48 h) 101,70 (n.d. - n.d.)

Panagrolaimus sp
(nematoide) imobilidade (96 h) >100 (n.d. - n.d.)
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Figura 2. Efeito do beta-cariofileno na taxa de crescimento de Raphidocelis subcapitata exposta a diferentes

concentracdes durante 168 horas. ~ intervalos de confian¢a 95% (inferior e superior); — curva de regresséao.
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Figura 3. Curva de distribuicdo da sensibilidade de acordo com os valores de Concentracdo de Efeito Nao
Observado (CENO) do beta-cariofileno para os organismos-teste: a- microalga Raphidocelis subcapitata
(crescimento); b-macréfita Lemna minor (clorofila); c- macrofita Lemna minor (peso Gmido); d- macrofita Lemna
minor (nimero de frondes); e- microcrustaceo Daphnia magna (imobilidade); f- nematoide Panagrolaimus sp
(imobilidade); g- microcrustaceo Artemia salina (imobilidade). = intervalos de confianca 50 % (inferior e

superior); = curva de regressdo. HC5 = 0,026 mg/L
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4. CONCLUSAO

Dentre os organismos-teste avaliados quanto aos efeitos adversos do beta-cariofileno, as
microalgas foram os mais sensiveis. O grau de sensibilidade foi de ordem de grandeza semelhante
ao metabolito 6xido de cariofileno, conforme descrito pela literatura.

A determinacdo de um valor de parametro de risco (HC5) para o ambiente aquético realizado
com organismos de diferentes niveis tréficos auxilia para o estabelecimento de uma concentragcéo

méaxima permissivel em corpos de agua associada ao uso de beta-cariofileno.
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