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RESUMO - Nos ultimos anos tem havido uma grande preocupacdo sobre o uso intensivo de
antibiéticos no controle de doencas de animais devido aos potenciais efeitos adversos em
organismos nao-alvo e nos seres humanos que se alimentam dessas fontes proteicas. Assim, 6leos
essenciais produzidos por plantas e que apresentam fortes atividades antibacterianas, vém sendo
avaliados para substituir os produtos comerciais. Dentre os componentes presentes em 0leos
essenciais ja identificados com potente acao antimicrobiana, um dos mais estudados é o carvacrol.
Devido ao fato de ndo existir risco zero, mesmo sendo proveniente de 6leos essenciais considerados
seguros, ha uma necessidade de avaliar o risco do uso das substancias para organismos nao-alvo,
quando utilizados na forma isolada. Assim sendo, foram avaliados os efeitos adversos do carvacrol

para as espécies aquaticas Raphidocelis subcapitata (microalga), Lemna minor (macrofita), Daphnia

magna (microcrustaceo), Artemia salina (microcrustaceo) e Panagrolaimus sp. (hematoide), através

de uma relacdo concentracdo-resposta. Dentre os organismos-teste avaliados quanto aos efeitos
adversos do carvacrol, as microalgas e as macrofitas foram os mais sensiveis, demostrando valor
de concentracdo efetiva meédia (inibicdo de crescimento em 168 h e 120 h para L. minor e R.
subcapitata, respectivamente) do composto equivalente a ~1,3 mg/L para ambos 0s organismos-
teste. A concentragéo hipotética de risco para somente 5% das espécies de uma comunidade (HC5)
foi determinada com valor equivalente a 0,0676 mg/L. Este dado auxilia no estabelecimento de uma

concentracdo maxima permissivel nos compartimentos aquéticos associada ao uso de carvacrol.
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ABSTRACT - In recent years there has been great concern about the intensive use of antibiotics in
controlling animal diseases due to the potential adverse effects on non-target organisms and humans
that feed on these protein sources. Therefore, essential oils produced by plants and which have strong
antibacterial activities have been evaluated to replace commercial products. Among the components
present in essential oils already identified with powerful antimicrobial action, one of the most studied
is carvacrol. Due to the fact that there is no zero risk, even though it comes from essential oils
considered safe, there is a need to assess the risk to non-target organisms when used in isolated
form. Therefore, the adverse effects of carvacrol 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.

Among the test organisms evaluated for the adverse effects of carvacrol, microalgae and
macrophytes were the most sensitive, demonstrating the compound's average effective concentration

value (growth inhibition at 168 h and 120 h for L. minor and R. subcapitata, respectively) equivalent

to ~1.3 mg/L for both test organisms. The hypothetical risk concentration for only 5% of the species
in a community (HC5) was determined with a value equivalent to 0.0676 mg/L. This data helps to
establish a maximum permissible concentration in aquatic compartments associated with the use of

carvacrol.

Keywords: Essencial oils, Environmental risk, Biological inputs, Maximum Permissible

Concentration, Ecotoxicology.

1. INTRODUGAO

Nos ultimos anos tem havido uma preocupagdo muito grande sobre o uso intensivo de
antibiéticos no controle de doengas de animais devidos aos potenciais efeitos adversos em

organismos ndo-alvo, e nos seres humanos que se alimentam dessas fontes de proteina.

Os maiores problemas quanto ao uso indiscriminado sdo devido as altas probabilidades de
causarem resisténcia das bactérias a essas substancias e também alergias nos consumidores
guando h& a presenca de seus residuos nos alimentos (Ben et al., 2019). Assim, nos Ultimos anos
muitas pesquisas tém sido realizadas envolvendo o uso de compostos bioativos produzidos por
plantas. Devido as suas potentes atividades antibacterianas, os 0Oleos essenciais vém sendo

avaliados para substituir os produtos comerciais.
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Uma das principais vantagens é que os 6leos essenciais sdo, em geral, reconhecidos como
seguros pelo FDA (Food and Drug Administration, 2024). Existem muitos relatos na literatura
confirmando a atividade antimicrobiana de diversos 6leos essenciais (Bonin et al., 2020). O
mecanismo de agdo desses compostos é a degradacdo da membrana plasmatica das bactérias,
causando a morte das mesmas devido as altera¢des nos perfis de acidos graxos que constituem a
membrana celular. Dentre 0os componentes presentes em 6leos essenciais ja identificados com
potente acdo antimicrobiana, um dos mais estudados é o carvacrol (Figura 1) (Maczka et al, 2023).
Essa substancia estd presente em vérios Oleos essenciais, como tomilho, orégano, bergamota

selvagem, pimenta, dentre outros.

O carvacrol, além da atividade antimicrobiana, possui varias outras propriedades
farmacoldgicas importantes como antifingicas, antioxidante e anticancerigena (Maczka et al, 2023).
Devido a isso, o carvacrol tem sido utilizado no manejo de pragas e doengas na agricultura como
bioinsumo, como conservante de alimentos, no tratamento de doencas de animais, dentre outras
(Sarry et al, 2024; Bonin et al., 2020; Ribeiro-Santos et al, 2017). Trabalhos recentes realizados na
Embrapa Meio Ambiente, avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro do carvacrol contra os
patégenos A. hydrophila e S. agalactiae, que sdo bactérias causadoras de doencas em peixes, na

forma pura e nanoencapsulada (Bonin et al., 2020; Banhara et al, 2020).

Mesmo que o carvacrol seja proveniente de 6leos essenciais considerados seguros, quando
utilizado na forma isolada é necessario avaliar o risco do seu uso em organismos néo-alvo. Isso se
deve ao fato que nao existe risco zero, mesmo para compostos provenientes de plantas. Assim,
embora possua um potencial de ser utilizado em larga escala na agricultura para controle de
doencas, ha uma caréncia de estudos ecotoxicologicos desse composto descritos na literatura.
Portanto, € necessario estabelecer as concentragbes maximas permissiveis dessas substancias,
utilizando ensaios ecotoxicoldégicos com organismos bioindicadores e uso de protocolos

padronizados e reconhecidos por agéncias reguladoras.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a toxicidade do carvacrol (Figura 1) para cinco
organismos-teste bioindicadores do compartimento aquatico, e com base nisto, determinar uma

concentracao de baixo risco do composto para a biota aquética.
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Figura 1: Estrutura quimica do carvacrol

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material-teste

As solucdes teste contendo carvacrol (= 98%, Sigma-Aldrich) foram preparadas nas
seguintes concentragdes: 0,0; 0,01; 0,10; 1,00; 10 e 100,00 mg/L, usando o adjuvante Tween 20
(Biograde) para solubilizagdo (100 mg/L).

2.2. Avaliagéo da toxicidade e da concentragéo de baixo risco

De acordo com as metodologias descritas por Castro et al. (2018) e Castro (2022) foram
realizados estudos de dose-resposta com 0s organismos-teste Raphidocelis subcapitata, Lemna

minor, Daphnia magna, Artemia salina e Panagrolaimus sp.

ApOs o periodo de exposicéo foram determinados os valores de Concentragdo Efetiva que
causa efeito inibitério da mobilidade em 50% da populacdo de organismos (CE50) referente aos
periodos de exposi¢éo por 48h 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 moédulo 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 confiangca 95%) referente a 120 h e 168 h de exposicdo de modo a avaliar a
fitotoxicidade para Raphidocelis subcapitata e Lemna minor, respectivamente. Para isto, utilizou-se

0 modulo "Regresséao Simples" contido no programa citado anteriormente.

A concentracao hipotética de risco para somente 5% das espécies de uma comunidade (HC5)
foi determinada com base numa distribui¢édo log-logistica dos valores de Concentracéo 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 regressao

4
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"Frequéncia acumulada vs Log CENO" a nivel de 50% de certeza (Maltby et al., 2005; Cardwell et
al.,, 2018) utilizando o programa Statgraphics Centurion XVII, versdo 1. 17. 04 (StatPoint
Technologies). Os valores de CENO foram determinados pela relacdo CE50/10 (Elmeggard;
Akkerhuis, 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os organismos-teste mais sensiveis aos efeitos do carvacrol foram as microalgas e as
macroéfitas aquaticas apresentando os menores valores de CE50 (Tabela 1). Na Figura 2 é
demonstrada a relacdo concentragéo-efeito sobre a macréfita Lemna minor (com base na alteragéo
do peso umido), sendo o composto classificado como "moderadamente téxico" (CE50 >1 - 10 mg/L;
Smith et al, 1988; USEPA, 2023) para estes organismos, assim como para as microalgas. Portanto,
observa-se que devido a este efeito fitotoxico, o carvacrol, em concentragfes de aproximadamente
1 mg/L, pode comprometer a produgdo primaria em ecossistemas aquaticos, interferindo assim nas
fungBes vitais em organismos de niveis tréficos superiores. Por outro lado, 0 composto demonstrou
ser "praticamente ndo toxico" (CE50 > 100 mg/L; USEPA, 2023) para o nematoide Panagrolaimus
sp, um nematoide de vida livre. Estes organismos merecem importancia nos processos de ciclagem
de matéria organica por estar envolvidos nos processos de decomposi¢cao desta matéria, ou pelo

seu carater detritivoro (Rusconi et al., 2023).

Na ficha de avaliagcdo de seguranca do produto (Sigma Aldrich, 2024) s&o descritos os valores
de CE50-96h (mortalidade) em "zebrafish"; EC50-48h (mobilidade) em Daphnia magna e EC50-72h
(crescimento) em Raphidocelis subcapitata, equivalentes a 6,17; 6,06 e 1,25 mg/L, respectivamente.
Observa-se que estes valores referentes aos dois Ultimos organismos corroboram os resultados do

presente trabalho (Tabela 1).
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Tabela 1. Toxicidade (Efeito avaliado e CE50 (mg/L)) do carvacrol em organismos bioindicadores do
compartimento aquatico.

Efeito avaliado CE50 (mg/L)
Raphidocelis subcapitata
(microalga) inibicao de crescimento (120 h) / densidade celular 1 29 (n.d, - 3,46)
Lemna minor
(macrofita) inibicao de crescimento (168 h) / nimero de frondes 11,76 (9,11 - 14,77)
inibicdo de crescimento (168 h) / peso Umido 1,26 (0,72 -1,81)
inibicao de crescimento (168 h) / clorofila total 8,22 (7,20 - 10,39)
Daphnia magna
(microcrustaceo) imobilidade (48 h) 6,16 (4,86 - 7,86)
Artemia salina
(microcrustaceo) imobilidade (48 h) 16,26 (10,87 - 39,60)
Panagrolaimus sp
(nematoide) imobilidade (96 h) 268, 16 (136,90 - n.d,)

n.d. : ndo determinado

Na Figura 3 é demostrada 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 0,0676 mg/L. Fatores de seguranca de 1 - 5 podem ser aplicados a este valor (ECHA,
2008) obtendo-se valores de “Concentracao Preditiva Sem Efeito” CPSE na faixa de 0,0676 a
0,01352 mgl/L.
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Figura 2. Efeito do carvacrol no crescimento de Lemna minor (peso Umido) exposta a diferentes concentracoes

durante 168 horas. — curvas de intervalos de confianga 95% (inferior e superior); — curva de regressao.
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Figura 3. Curva de distribuicdo da sensibilidade de acordo com os valores de Concentracdo de Efeito N&o
Observado (CENO) do carvacrol para os organismos-teste: a- macréfita Lemna minor (peso Umido ); b-
microalga Raphidocelis subcapitata (crescimento); c- micrcrustaceo Daphnia magna (imobilidade); d- macroéfita
Lemna minor (clorofila); e- macréfita Lemna minor (nimero de frondes); f- microcrustaceo Artemia salina
(imobilidade); g- nematoide Panagrolaimus sp (imobilidade); — curvas de intervalos de confianga 50 % (inferior

e superior), — curva de regressédo. HC5 = 0,0676 mg/L

4. CONCLUSAO

Dentre os organismos-teste avaliados quanto aos efeitos adversos do carvacrol, as
microalgas e macréfitas foram os mais sensiveis. Embora ndo se tenham relatos da literatura
cientifica especializada a respeito da ecotoxicidade do carvacrol, os dados sobre estes efeitos
adversos relatados pela ficha técnica do produto sdo da mesma ordem de grandeza dos obtidos no

presente trabalho.

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

maxima permissivel em corpos de agua associada ao uso do carvacrol.
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