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Resumo

A utilizacdo em escala global e crescente liberagdo de tensoativos nos ecossistemas
provoca o acumulo de residuos no ambiente, os quais alteram a caracteristica original do
meio e cujo potencial de impacto sobre os organismos permanece pouco conhecido e mal
caracterizado. A ecotoxicologia € primordial na avaliacdo do impacto de compostos
toxicos sobre os sistemas biologicos. A espécie de microcrustaceo Daphnia magna é
considerada um dos principais organismos-modelo de ensaios ecotoxicoldgicos
padronizados. Porém, é importante considerar a utilizacdo de espécies autdctones, como
Dendrocephalus brasiliensis, em estudos realizados em regifes tropicais, pois estas estao
adaptadas as especificidades do ecossistema local e fornecem resultados realisticos.
Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi avaliar a seguranca ecotoxicol6gica de
tensoativos de origem quimica - dodecil sulfato de sodio e Triton X-100 - e de tensoativos
de origem bioldgica - surfactina, iturina e fengicina — em diferentes concentracdes
empregando D. magna como organismo-modelo e D. brasiliensis como espécie
representativa de regides tropicais. De acordo com os resultados dos testes toxicoldgicos,
D. brasiliensis demonstrou valores de ECso.4gn menores em comparacdo a D. magna para
todos os compostos testados, indicando maior sensibilidade da espécie tropical em relacéo
a espécie originaria de regides temperadas. O lipopeptideo surfactina demonstrou baixa
toxicidade, indicando que mesmo compostos bioldgicos podem provocar efeitos
deletérios nos claddceros testados. Por outro lado, os resultados dos bioensaios revelaram
um comportamento ambientalmente seguro dos tensoativos bioldgicos fengicina e iturina.
Ja os tensoativos quimicos provocaram imobilidade em ambas as espécies mesmo em
baixas concentracdes. De acordo com dados de concentracdo de uso recomendada, o
tensoativo SDS apresentou maior efeito de toxicidade as espécies D. magna e D.
brasiliensis. Os resultados confirmam efeito dependente da concentracdo utilizada de
todos os tensoativos avaliados, 0s quais podem provocar efeitos adversos sobre o
ecossistema aquatico nas respectivas concentracfes de uso. A maior capacidade de
resposta de D. brasiliensis evidencia a espécie como uma promissora alternativa a ser

utilizada em ensaios ecotoxicoldgicos considerando regides tropicais.

Palavras-chave: Tensoativo; Biossurfactantes; Teste de toxicidade aguda; Saude

ambiental; Ecotoxicologia.



Abstract

The employment on a global scale and the increasing release of surfactants on the
ecosystems cause the accumulation of their residues on environment, consequently
altering its original characteristics and whose potential impacts on organisms remain not
elucidated. Ecotoxicology is an essential science regarding the assessment and knowledge
about the impact of toxic compounds on biological systems. The waterflea Daphnia
magna is one of the most sensitive species of ecotoxicological standardized assays.
However, it is also important to consider the use of autochthonous species, such as
Dendrocephalus brasiliensis, in studies performed in tropical regions, since they attend
the specificities of local ecosystems and provide realistic results. In this sense, the aim of
this study was to evaluate the ecotoxicological parameters for chemical surfactants —
sodium dodecyl sulphate and Triton X-100 — and biogenic surfactants — surfactin, iturin
and fengycin — at different concentrations using D. magna as model organism and D.
brasiliensis as the representative species of tropical freshwaters. Data obtained through
acute toxicity tests revealed a dose-dependent for all chemicals. D. brasiliensis showed
lower ECso-48n Values than D. magna considering all the tested compounds, indicating a
higher sensitivity of the tropical species in relation to the species from temperate regions.
The results confirmed an environmentally safe behaviour of fengycin and iturin.
Nevertheless, surfactin was the less safety biosurfactant for both organisms, indicating
that even biological compounds are able to cause deleterious effects on living organisms.
Also, the synthetic surfactants exhibited high toxicity effects, as the compounds showed
immobility impacts on both species even in low concentrations. Evaluations considering
the recommended dosage revealed a higher toxicity of SDS for both species. The higher
responsiveness of D. brasiliensis highlights the organism as a promising tool for

ecotoxicological studies regarding tropical climates.

Keywords: Surfactants; Biosurfactants; Acute toxicity test; Environmental health;
Ecotoxicology.
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APRESENTACAO

O presente trabalho foi escrito conforme as normas do Programa de Pos-
Graduacdo em Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia.

O estudo teve como objetivo avaliar os pardmetros ecotoxicoldgicos de
tensoativos de origem quimica e bioldgica em diferentes concentracfes empregando as
espécies de microcrustaceos Daphnia magna e Dendrocephalus brasiliensis originarias
de clima temperado e tropical, respectivamente.

Para tanto, em seu Capitulo I, o texto dessa dissertacdo contempla uma analise
conceitual e caracterizacdo dos tensoativos quimicos e bioldgicos utilizados, alem de
descrever a Ecotoxicologia como ciéncia, evidenciando a necessidade de explorar os
efeitos ecotoxicoldgicos de diferentes compostos sobre 0s organismos vivos.

Fundamentados pelo primeiro capitulo, o Capitulo Il apresenta o artigo
experimental intitulado “Ecotoxicological assessment of synthetic and biogenic
surfactants using freshwater cladoceran species”, o qual abrange os resultados obtidos a
partir dos ensaios de toxicidade aguda e os discute com base em estudos previamente
publicados.

O Capitulo I, composto pelo referencial teorico, foi escrito em portugés. O
Capitulo 1l foi escrito no formato de artigo cientifico, em lingua inglesa, de acordo com

as normas do periédico ao qual foi submetido.



Capitulo |

INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

1.1 Problema de Pesquisa

Tensoativos, também denominados surfactantes, sdo agentes ativos de superficie
cuja obtencdo se da por processos quimicos industriais ou por sintese bioldgica
(NITSCHKE; PASTORE, 2002; BOTTCHER; DRUSCH, 2017). A estrutura desses
compostos é constituida por uma porcao hidrofilica ligada a uma porcdo hidrofobica,
caracterizando uma estrutura global anfipatica. Assim, os tensoativos sdo capazes de
reduzir a energia livre do sistema, substituindo grande parte das moléculas de alta energia
na interface e reduzindo, consequentemente, a tensao superficial e interfacial dos liquidos
(PRADHAN; BHATTACHARYYA, 2017).

A caracteristica estrutural concede aos tensoativos propriedades de emulsificacéo,
detergéncia, umidificacdo, solubilizacdo, lubrificacdo e dispersdo de fases (COLLA;
COSTA, 2003), viabilizando-os para que sejam amplamente empregados em diversos
setores industriais (DAS et al., 2017). No entanto, devido a origem petroquimica, 0s
compostos sintéticos apresentam efeitos de toxicidade sobre organismos vivos e
resisténcia a degradabilidade (DEVELTER; FLEURACKERS, 2010; JOHANN et al.,
2016). A disseminacdo de xenobidticos no meio aquatico € fator de preocupacdo, ndo
apenas devido as suas especificidades quimicas e fisicas, mas também quanto a liberacéo
em quantidades crescentes de compostos e misturas complexas cujas propriedades e
agravantes permanecem desconhecidos (ROSAL et al., 2010).

Diante desse cenario, 0s tensoativos bioldgicos, ou biossurfactantes, surgem como
alternativas biotecnoldgicas viaveis no sentido de competir com seus analogos quimicos
(PAULINO et al., 2016). Porém, fatores como custo de producdo e capacidade de
rendimento devem ser otimizados a fim de que sua sintese seja vantajosa em escala
industrial (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002).

Residuos de tensoativos tém sido amplamente encontrados nos ecossistemas
aquaticos. A toxicidade de tais compostos se deve a capacidade de permeabilizacdo na
membrana celular de organismos vivos (MUNGRAY; KUMAR, 2008), fato este que
pode provocar efeitos deletérios e irreversiveis, como despolarizacdo e rompimento da
membrana, inibicdo da respiragdo celular em microrganismos (GREGOROVA et al.,
1996), danos no crescimento e reducdo da capacidade de fixacdo do nitrogénio em
cianobactérias (TOZUM-CALGAN; ATAY-GUNEYMAN, 1994), alteracio no



conteudo lipidico e protéico de peixes (ROY, 1988) e perturbacéo da atividade enzimatica
e metabdlica (CSERHATI et al., 2002).

Nesse sentido, torna-se necessaria a analise do efeito de tensoativos de origem
quimica e biolégica no ambiente, mensurando o espectro de sua influéncia nos
ecossistemas aquaticos. Nos ultimos anos, a Ecotoxicologia vem emergindo como uma
ciéncia estratégica para a investigacdo de efeitos adversos de compostos. Substancias
muito utilizadas pela industria exigem uma analise de seu descarte no ambiente, além de
uma caracterizacdo ecotoxicologica (JOHANN et al., 2016). Tais analises sdo
empregadas também no monitoramento de efluentes industriais, a fim de minimizar o
impacto ambiental e como requisito para a obtencéo e manutencéo de licencas perante 0s
Orgdos ambientais (SOUSA, 2002).

1.2. Hipoteses

Diante do cenério de continuo descarte de residuos de tensoativos no ambiente,
cujo destino final € o meio aquético, faz-se necessaria a analise dos potenciais riscos
toxicoldgicos desses compostos. Neste sentido, determinadas espécies de
microcrustaceos sdao altamente utilizadas como organismos-modelo na conducdo de
ensaios de toxicidade agudos e cronicos, uma vez que apresentam morfologia, estrutura
e taxonomia elucidadas e, por vezes, o genoma completamente sequenciado
(SANDBACKA,; CHRISTIANSON; ISOMAA, 2000).

Analises quimicas isoladas deixaram de ser eficientes no alcance de avaliacGes de
risco satisfatérias em amostras ambientais, uma vez que ndo informam a fracdo de
contaminantes disponivel para os organismos nem seu potencial de efeito quando em
misturas. Com isso, supde-se que a realizacdo de ensaios ecotoxicoldgicos utilizando
organismos-modelo e organismos encontrados no nosso proprio ecossistema fornegcam
um retrato fiel do impacto dos surfactantes no ambiente, e permita determinar uma
concentracdo padrdo de uso para espécies do ecossistema brasileiro.

Além disso, os biossurfactantes lipopeptideos surgem como substitutos viaveis
dos seus analogos quimicos, devido as inerentes propriedades tensoativas,
antibactericidas e antifingicas. Em teoria, esses compostos demonstram maior seguranca
ambiental devido a origem biologica a partir de Bacillus subtilis. Ensaios de toxicidade
aguda permitiriam a comprovacao de que tais compostos apresentam comportamento

ambientalmente seguro.



1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo Geral
Avaliar a seguranca ecotoxicologica de diferentes tensoativos de origem quimica

e bioldgica.

1.3.2. Objetivos Especificos

Determinar a toxicidade aguda dos tensoativos quimicos dodecil sulfato de sodio
e Triton X-100 sobre as espéecies Daphnia magna e Dendrocephalus brasiliensis.

Determinar a toxicidade aguda dos tensoativos bioldgicos surfactina, fengicina e
iturina sobre as espécies Daphnia magna e Dendrocephalus brasiliensis.

Avaliar a sensibilidade do organismo-modelo Daphnia magna e da espécie nativa
de nosso ecossistema Dendrocephalus brasiliensis.

Avaliar o risco ambiental dos tensoativos quimicos e bioldgicos em relacdo as

suas concentrac@es de uso considerando as espécies testadas.

1.4. Justificativa

O conhecimento e a compreensao das fontes de poluicdo, aléem de suas interagdes
e efeitos, sdo fundamentais para seu controle no ambiente, a fim de garantir seguranca e
promover a sustentabilidade. No cenario atual, o intenso estimulo a producéo industrial e
agricola, impulsionado pelo crescimento populacional, e a busca por melhor qualidade de
vida tém gerado uma quantidade crescente de residuos que, muitas vezes, sdo descartados
de forma incorreta no ambiente.

Analises fisico-quimicas ndo sdo suficientes para investigar o efeito de
substancias toxicas no ambiente. Portanto, ensaios ecotoxicoldgicos sdo fundamentais na
avaliacdo dos impactos de poluentes sintéticos ou bioldgicos. Nesse sentido, a
Ecotoxicologia, ciéncia a qual estuda os efeitos de compostos sobre 0s organismos vivos,
é essencial na andlise de potenciais efeitos deletérios provocados por tais estressores, além
de estimar sua toxicidade em relagdo aos organismos empregados.

Embora biodegradaveis, os efeitos dos tensoativos biogénicos permanecem

desconhecidos no ecossistema e demandam ensaios para a caracterizagdo dos seus



impactos. Apesar de serem de origem biologica, tal fato ndo garante que estes compostos
estejam isentos de provocar efeitos deletérios sobre os organismos vivos.

Além disso, o conhecimento dos efeitos toxicoldgicos sobre organismos de
origem tropical é essencial, uma vez que estes fornecem dados realisticos sobre o impacto

de poluentes e atendem as especificidades do ecossistema local.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Tensoativos Quimicos

Tensoativos, também conhecidos como surfactantes, sdo agentes quimicos ativos
de aplicacdo industrial diversa. Sua estrutura global é constituida por uma cadeia de
hidrocarbonetos de tamanho variavel acoplada a diferentes grupos polares, sendo a por¢do
hidrofilica constituida por ésteres, hidroxilas, fosfatos, carboxilas ou carboidratos, e a
porcdo hidrofobica por proteinas, peptideos ou lipideos, os quais apresentam diferentes
graus de insaturacdo (LECHUGA et al., 2016). A conformacéo estrutural concede aos
tensoativos a tendéncia de se concentrarem na interface de dois liquidos imisciveis, sobre
a qual eles substituem grande parte das moléculas de alta energia e reduzem a tensao
superficial e interfacial dos liquidos, evidenciando assim sua capacidade de reduzir a
energia livre do sistema (MULLIGAN, 2005; PRADHAN; BHATTACHARYYA, 2017).

Devido a sua natureza anfipatica, os tensoativos apresentam propriedades de
emulsificacdo, detergéncia, umidificacdo, solubilizacao, lubrificacéo e disperséo de fases
(BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000), sendo, portanto, amplamente utilizados na
industria agroquimica, de cosméticos, 6leos lubrificantes, detergentes, formulacbes
farmacéuticas, na ceramica, no tratamento de téxteis, no processamento de alimentos,
além de estarem envolvidos em processos de biorremediacgdo, sistemas de liberacdo de
farmacos e na producdo de petréleo (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000;
KUMAR; TYAGI, 2014; DAS et al., 2017).

Os tensoativos sdo, em sua maioria, obtidos a partir de derivados do petréleo. Nos
paises desenvolvidos, por exemplo, 75% desses compostos sdo de origem petrogquimica
(ANIS et al., 2017). O amplo uso nos ambitos industrial, comercial e doméstico reflete-
se no relevante impacto a economia. Em 2012, o mercado mundial de tensoativos gerou
cerca de 26,9 milhdes de ddlares. Estima-se ainda uma taxa de crescimento anual de 1 -
5% no consumo desses produtos entre 2015 a 2020 (IHS MARKIT, 2016). No entanto, a



utilizacdo do petréleo como matéria-prima tem sido um dos principais problemas
ambientais dos ultimos anos, cujos efeitos negativos de impacto imediato e a longo prazo
refletem na satde populacional e ambiental (CRAPEZ et al., 2000).

Estima-se que os tensoativos compdem entre 15 — 40% das formulacGes de
produtos de higiene pessoal e detergentes, por exemplo. Ap0Os 0 uso, esses compostos sdo
descartados, os efluentes liberados nas aguas superficiais e, por fim, sdo dispersos no
ambiente. Devido a origem petroquimica, 0s tensoativos apresentam relativo grau de
toxicidade e resisténcia a degradabilidade, os quais diferem em relagdo ao destino e

comportamento no meio (YING, 2005).

2.2. Micelizagdo

A capacidade de formacdo de micelas em solugdo é uma caracteristica
fundamental dos tensoativos. Essa propriedade ocorre devido a presenca de grupos
hidrofilicos e hidrofébicos na sua estrutura molecular, responsavel por conferir-lhes
propriedades de detergéncia e solubilizacdo (YING, 2005). Em baixas concentracdes, 0s
tensoativos atuam como eletrolitos e existem na forma de monémeros, estando orientados
preferencialmente nas interfaces, de modo a reduzir a tenséo interfacial. O aumento da
concentracdo do tensoativo pode reduzir a tensdo interfacial até um valor limite, o qual
determina sua saturacdo. A partir dessa concentracédo, a energia livre do sistema pode ser
reduzida pela agregacdo das moléculas em estruturas denominadas micelas, e seu
aparecimento ocorre num valor de concentra¢do denominado concentracdo micelar critica
(CMC) (SILVA, 2008). A Figura 1 demonstra a formag&o micelar de acordo com a
concentracédo do tensoativo em funcdo da tensdo superficial:



A Molécula tensoativa } Pt

Porgio hideotilica
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Figura 1 — Comportamento dos tensoativos entre as fases fluida e superficial em fungdo da
tensdo (SANTOS et al., 2007).

No ponto A, ndo ha presenca de tensoativo no meio aquoso. O ponto B representa
a formacdo de mondmeros apos a adicdo do composto e, no ponto C, j& em maior
concentracdo de tensoativo, ocorre a saturacao da interface. A partir desse ponto, a tenséo
superficial ndo é mais alterada, e a adigdo de mais tensoativo culmina no fenémeno de
micelizacdo. Assim, a tensdo superficial esta correlacionada a concentracdo do tensoativo
no meio. A concentracdo micelar critica (CMC), portanto, representa o menor valor de
concentragdo na qual comeca a ocorrer a formacdo dessas estruturas. As micelas séo
termodinamicamente estaveis e formadas espontaneamente, e o valor de CMC caracteriza
a eficiéncia do tensoativo, pois menores valores de CMC demandam uma baixa
quantidade de tensoativo capaz de reduzir ao maximo a tensdo interfacial (MULLIGAN,
2005; FENEUIL; PITOIS; ROUSSEL, 2017).

A CMC ¢ influenciada basicamente pela natureza do tensoativo, temperatura e
forca idnica, e seu valor é determinado através da variacdo de propriedades fisico-
quimicas, como condutividade, tensdo interfacial ou superficial e pressdo osmotica
(ZDZIENNICKA et al., 2012). Em solucBes polares, as micelas apresentam a porcao
hidrofobica voltada para o centro, caracterizando-as como micelas diretas. Em meio
apolar, a porcdo polar da molécula se agrupa em seu interior, enquanto as caudas
hidrofébicas permanecem voltadas para o meio, caracterizando a micela inversa
(FELIPE; DIAS, 2017).



2.3. Classificacdo e caracterizacao dos tensoativos

Os tensoativos séo divididos basicamente em quatro diferentes classes de acordo
com a natureza do grupamento hidrofilico: anidnicos, catibnicos, ndo-ibnicos e
zwitteridnicos (ADAK; BANDYOPADHYAY;; PAL, 2005; AHMADI; SHADIZADEH,
2012). Os tensoativos anidnicos possuem regido polar com carga negativa, os catidnicos
regido polar com carga positiva e 0s ndo-idnicos ndo apresentam cargas. Ja os tensoativos
zwitteridnicos apresentam duplo cardter i6nico, cujo grupo hidrofilico pode estar
carregado positiva ou negativamente, condi¢do determinada pelo pH do meio, na qual
baixos valores discriminam seu comportamento catiénico e em elevados valores
apresentam-se como tensoativos anidnicos (CURBELO, 2006; SILVA, 2008).

Os tensoativos anidnicos e n&o-idnicos representam o0 primeiro e segundo
subsegmento, respectivamente, em relacdo a relevancia na economia. Os tensoativos
aniénicos vém sendo muito utilizados na industria biotecnoldgica, em cosméticos e na
industria farmacéutica, uma vez que sdo capazes de se ligar a compostos ativos de
formulacdes direcionando o fa&rmaco ou aprimorando sua absorc¢éo e adsor¢ao nos 6rgaos
correspondentes (CSERHATI et al., 2002; YUSHIMANOV et al., 1994). Um exemplo
prevalente dentre a classe dos anidnicos é o dodecil sulfato de sédio (SDS) (CURBELO,
2006).

Ja a classe dos tensoativos ndo-idnicos apresenta caracteristicas peculiares, cujas
propriedades sdo pouco afetadas pelo pH, o que os tornam atrativos a inddstria, além de
serem compativeis quimicamente com a maioria dos tensoativos. Eles sdo amplamente
utilizados como agentes umidificantes, emulsificantes, estabilizadores de espuma, além
de serem empregados em formulagfes de pesticidas (LECHUGA et al., 2016). Os
tensoativos ndo-ibnicos também apresentam propriedades interessantes a biologia
molecular, uma vez que sdo capazes de proteger a conformacdo das proteinas do
desdobramento induzido por tensoativos aniénicos (OTZEN, 2011). Embora o SDS seja
capaz de provocar a desnaturacdo protéica, a adicdo de tensoativos nao-ibnicos no meio
induz o redobramento de sua estrutura (KASPERSEN et al., 2017). Essa classe tém como

um dos principais representantes comercializados tensoativos da classe Triton.

2.3.1 Dodecil sulfato de sodio (SDS)

O tensoativo dodecil sulfato de sodio (SDS) € sintetizado a partir do alcool laurico

e do &cido sulfdrico por uma reacdo de sulfonacdo, e apresenta massa molar de 288,3



g/mol. O SDS é uma molécula linear (Figura 2), de formula estrutural NaC12H25S0s, a
qual contém uma cadeia de 12 carbonos caracterizando a cauda apolar, ligados a um
grupamento sulfato, representando a extremidade polar, conferindo-lhe as propriedades
anfipaticas (REBELLO et al., 2014).
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Figura 2 — Estrutura quimica do SDS

Sua principal aplicacéo € na industria dos detergentes, produtos de higiene pessoal
e limpeza, sendo amplamente empregado em formulagdes de shampoos, pastas de dente,
sabdes, sabonetes e 6leos lubrificantes, cujas concentracbes variam entre 1 — 50% da
formulagdo total (SINGER; TIEERDEMA, 1993; KETOLA, 2016). Além disso, devido
as suas propriedades fisico-quimicas, o SDS liga-se fortemente as moléculas carregadas
positivamente e em residuos hidrofobicos de proteinas, referente ao sulfato e a cadeia
alquilica presente em sua estrutura, respectivamente (HANSEN et al., 2009). Assim, o
composto é um importante detergente também na biologia celular e molecular, como em
estudos estruturais de moléculas, sendo capaz de induzir a formagdo de a-hélices em
proteinas, promover o dobramento e desdobramento protéico (OTZEN; OLIVEBERG,
2002), e auxiliar na extracdo de DNA e separacao de biomoléculas (RATH et al., 2007).

O SDS é também um tensoativo utilizado em processos de remediacdo de solos
contaminados. A adicdo de tensoativos pode melhorar a solubilizacdo de muitos
compostos organicos hidrofébicos, como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(PAHS), bifenilas policloradas (PCBs) e hidrocarbonetos clorados, e ocasionar a
dessorc¢do de metais pesados, como cadmio, chumbo e zinco (DOONG; WU; LEI, 1998).

No entanto, é importante ressaltar que diversas formulacbes e produtos
farmacéuticos contém tensoativos em sua composicdo, o que pode provocar irritacao,
toxicidade cutanea, e reacdes imunoldgicas em humanos (LEMERY et al., 2015). A
Sociedade Americana de Cancer nega que o SDS possa ser carcinogénico aos vertebrados
superiores, indicando que a toxicidade desse tensoativo seja baixa nos humanos e animais
selvagens (DOYLE, 2010). Por outro lado, alerta-se que seu consumo diario seja de
aproximadamente 5 mg/pessoa, decorrente do uso de detergentes, produtos de higiene
pessoal, alimentos e agua potavel (REBELLO et al., 2014), fato este que demanda cautela

e cujos efeitos negativos devem ser investigados em relacdo aos humanos e animais.



Pesquisas ja realizadas concluiram que tensoativos como o SDS afetam
primeiramente o crescimento, a motilidade e a capacidade fotossintética das algas, sendo
0 impacto da toxicidade dependente do tipo e concentra¢do do composto e do organismo
(LEWIS, 1990). O SDS, mesmo nas concentra¢des de 0,1 mg/mL, provoca inibicdo da
reproducéo de Closterium ehrenbergii, impedindo a formacao do zigoto ou resultando em
esporos anormais (MATSUI; PARK, 2000). Diante desse cenério, ensaios toxicoldgicos
revelariam o possivel impacto e efeitos deste tensoativo sobre organismos vivos, uma vez

que o composto é capaz de provocar efeitos negativos sobre o ecossistema aquatico.

2.3.2. Triton X-100

O Triton X-100 [4- (1,1,3,3-tetrametilbutil)-fenil polietilenoglicol], representado
pela Figura 3, de massa molar 625 g/mol, € um tensoativo ndo-ibnico de formula
estrutural (C14H220(C2H40)n), 0 qual apresenta uma cadeia polar de éxido de etileno e
um longo grupamento apolar aromatico 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)-fenil (DOONG; WU;
LEI, 2003; ABU-GHUNMI; BADAWI; FAYYAD, 2014).
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Figura 3 — Formula estrutural do Triton X-100

Além de ser encontrado em diversos produtos de limpeza, o Triton X-100 é
amplamente utilizado em pesquisas laboratoriais. Devido as suas propriedades
tensoativas e auséncia de carga, esse detergente € menos destrutivo as biomoléculas, e
pode ser empregado na lise celular para obtencao de extratos protéicos, organelas e acidos
nucléicos, na permeabilizacdo da membrana plasmatica de células vivas, em ensaios de
imunoprecipitacdo, e também na remoc¢éao de SDS presente na técnica de eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), por ser capaz de renaturar as proteinas presentes no
gel (KARP, 2005; JAFARI et al., 2018).

Estudos fisioldgicos sobre o efeito dos tensoativos da classe Triton revelaram
fitotoxicidade na espécie de planta aquatica Lemna minor. Concentragdes de 10 pg/L de
Triton X-100 provocaram a reducdo na multiplicacdo das folhas da espécie em 25% e
50% em relagcdo ao uso de Triton X-15 e Triton X-35 (CAUX; WEINBERGER;



CARLISLE, 1988). Outro estudo avaliou a toxicidade do Triton X-114, o qual
demonstrou um valor de ECso de 6,88 mg/L para a bactéria Vibrio fischeri (JAHAN;
BALZER; MOSTO, 2008).

A capacidade de degradabilidade de 6leo diesel promovida por um consorcio
bacteriano também diminuiu com a adi¢do do Triton X-100 (OWSIANIAK et al., 2009).
Estudos caracterizaram o crescimento de consorcio microbiano sob influéncia do
tensoativo, em concentragdes variando entre 1 — 1000 mg/L. Os testes de toxicidade
demonstraram perda de biomassa na concentracdo de 600 mg/L, e maiores concentracdes
provocaram forte inibicdo do crescimento microbiano, havendo uma perda de 50% dos
organismos na concentracdo de 900 mg/L (WYRWAS et al., 2011).

O efeito inibitério do Triton X-100 foi testado em diversas espécies de
microrganismos e consorcios microbianos. Enquanto 0s consorcios apresentaram maior
tolerancia, espécies fungicas, como Clasdosporium herbarium e Doratomyces stemonitis,

apresentaram inibicéo do crescimento de no minimo 30% (GARON et al., 2002).

2.4. Tensoativos Bioldgicos

Na tentativa de sobrepor os impactos negativos relacionados a toxicidade dos
tensoativos de origem petroguimica, os tensoativos biolégicos, ou biossurfactantes,
surgem como alternativa biotecnoldgica para competir com seus analogos quimicos e
minimizar os efeitos no ambiente (DAS et al., 2017; PAULINO et al., 2016). Tensoativos
bioldgicos sdo compostos de superficie ativa sintetizados por microrganismos, sejam eles
bactérias, fungos e leveduras, e classificados de acordo com sua natureza bioquimica que
abrange diferentes estruturas, sendo elas lipopeptideos, glicolipideos, lipossacarideos,
fosfolipideos além de acidos graxos e lipideos neutros (SARUBBO et al., 2015).

Nos Ultimos anos, os tensoativos biolégicos tém despertado o interesse de
pesquisadores quanto as propriedades e vantagens sobre 0s compostos quimicos, como
biodegradabilidade, sintese a partir de fontes renovaveis, estabilidade sob condicGes
adversas extremas, como pH, temperatura e salinidade, maior capacidade espumante e
potencial de modificacdo estrutural, além da grande variabilidade na natureza polar e
apolar (JOSHI et al., 2008).

A sintese de tensoativos biologicos em escala industrial ainda permanece como
um desafio, principalmente devido aos custos de produgéo, capacidade de rendimento,

producdo de espuma nos biorreatores e purificacdo, os quais ainda devem ser otimizados.
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Nesse sentido, diferentes estratégias visando a reducdo dos custos de producéo e maiores
rendimentos vém sendo empregadas, como 0 uso de substratos renovaveis, incluindo
residuos agroindustriais (BANAT et al., 2014), aplicacdo de modelos estatisticos para
otimizacao dos parametros (JOSHI et al., 2008), manipulacdo genética de cepas (QIU et
al., 2014) além de sintese quimica ou modificacéo estrutural (BOXLEY; PEMBERTON;
MAIER, 2015).

Além disso, os tensoativos bioldgicos sdo compostos que fazem parte da
denominada “tecnologia verde”, a qual visa a protecao e conservacao da natureza, e que
vem ganhando destaque no setor industrial. A previsdo é de que a producdo desses
tensoativos atinja aproximadamente 470 toneladas em 2018 e movimente na economia
41 bilhGes de dolares (PARASZKIEWICZ et al., 2018).

Devido a sua estrutura, tais compostos se ligam as membranas de diferentes
organismos mesmo em baixas concentracfes, afetando algumas de suas propriedades,
como a permeabilidade. Em concentracGes elevadas, efeitos como lise da membrana
celular foram relatados, o que significa que mesmo os tensoativos bioldgicos necessitam
uma caracterizacdo de potenciais impactos sobre os organismos vivos (OLIVEIRA et al.,
2016).

A toxicidade e a taxa de degradabilidade dos tensoativos bioldgicos determinam
sua persisténcia e destino final nos ecossistemas terrrestres e aquaticos. O conhecimento
dos valores de toxicidade desses compostos é necessario a fim de determinar o potencial
impacto sobre os organismos e estabelecer concentracdes de uso seguras ao ambiente
(OLIVEIRA et al., 2016).

Dentre as diversas classes de tensoativos bioldgicos, os lipopeptideos sintetizados
por cepas bacterianas de Bacillus subtilis tém maior destaque devido a sua alta atividade
de superficie e potencial terapéutico (NITSCHKE; PASTORE, 2005). Essa bactéria é
capaz de sintetizar diferentes metabdlitos secundarios, dentre eles compostos
extracelulares que estdo crescendo progressivamente no mercado industrial, como
surfactina, fengicina e iturina (AHIMOU; JACQUES; DELEU, 2000).

2.5. Género Bacillus na sintese de tensoativos lipopeptideos

O género bacteriano Bacillus apresenta como metabdlito secundario resultante
lipopeptideos ciclicos com propriedades antibacterianas, antifungicas e tensoativas

(AGUIRRE, 2013). Os lipopeptideos sdo sintetizados por enzimas multifuncionais
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denominadas peptideo ndo-ribossomais sintetases (NRPSs), sendo que 0s grupos mais
estudados séo compostos pelas surfactinas, iturinas e fengicinas (ONGENA; JACQUES,
2008; BECHET et al., 2012).

Os lipopeptideos provenientes das cepas Bacillus apresentam ampla diversidade
de isoformas, devido as ramificacdes e ao tamanho das cadeias alquilicas, alem da
composicdo dos aminoacidos, os quais sdo responsédveis pelas diferencas nas
propriedades bioldgicas. Sua estrutura € composta por um anel peptidico de 7 (surfactina
e iturina) ou 10 (fengicina) a-aminoacidos ligados a uma cadeia de comprimento variavel,
composta por &cidos-graxo B-amino no caso das iturinas ou B-hidroxil presente nas
surfactinas e fengicinas (AGUIRRE, 2013).

As linhagens de Bacillus sdo consideradas eficientes fabricas para a producdo em
larga escala dos lipopeptideos. Devido as suas propriedades fisico-quimicas e
caracteristica anfipatica, essas moléculas bioativas vém sendo empregadas nos setores
biomédico e farmacéutico, principalmente como agentes antimicrobianos, antitumorais e
antifungicos, sendo elas potenciais alternativas frente & resisténcia aos antibidticos
convencionais e as infecgbes fungicas (MEENA; KANWAR, 2015). Em 2003, o
lipopeptideo ciclico Cubicin® (Daptomicina) foi aprovado como antibidtico nos Estados
Unidos pela Food and Drug Administration (FDA). O farmaco é responsavel por provocar
despolarizacdo nas membranas das bactérias Gram-positivas, provocando falhas na
sintese de DNA, RNA e proteinas, levando, consequentemente, a morte celular
(STRAUS; HANCOCK, 2006).

Os lipopeptideos vém também se destacando na agricultura, principalmente na
formulacéo e desenvolvimento de biopesticidas para o combate de pragas e doencas. O
uso irracional e excessivo de pesticidas quimicos leva a toxicidade ambiental, a
diminuicdo ou perda de sua eficiéncia frente aos patdégenos e acarreta em efeitos
indesejados em organismos ndo-alvo do ecossistema. Os agentes de controle biolégico
podem ser utilizados em conjunto aos pesticidas quimicos, seja para evitar resisténcia dos
patdgenos ou em uma estratégia de controle integrada, buscando minimizar o uso dos
compostos sintéticos (ONGENA; JACQUES, 2008).

2.5.1. Surfactina

A surfactina (massa molecular = 1036 Da) é caracterizada como um lipopetideo

sintetizado por cepas do género bacteriano Bacillus. Sua estrutura é constituida por um
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heptapeptideo ciclico composto por aminoacidos hidrofébicos (leucina e valina) e
aminoacidos polares cidos (aspartato e glutamato), ligado a uma cadeia de &cido graxo
B-hidroxil (Figura 4), cujo tamanho varia entre 12 a 16 &tomos de carbono, o que permite
a existéncia de diversos compostos isdmeros e homoélogos (SEYDLOVA;
SVODOBOVA, 2008).

As variantes da surfactina, denominadas isoformas, se diferenciam pela
composi¢do de aminoécidos na porcdo peptidica e dependem da composi¢do do meio.
Dentre as mais conhecidas, estdo as isoformas classificadas de acordo com a posicdo do
sétimo aminoacido, sendo eles leucina para a surfactina A, valina para a surfactina B e
isoleucina no caso da surfactina C (MESQUITA, 2015).
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Figura 4 — Estrutura ciclica da surfactina A. Fonte: Kim et al., 2016.
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A surfactina € considerada um dos mais poderosos tensoativos bioldgicos
existentes, sendo capaz de reduzir a tensdo superficial da agua de 72 mN.m™* para 27
mN.m? mesmo em concentragdes menores que 10 Mm (NITSCHKE, 2004;
SEYDLOVA; SVOBODOVA, 2008).

Diversos estudos tém demonstrado a estabilidade da surfactina quando submetida
a diferentes condicdes. Concentracdes de 2 a 3% de NaCl, por exemplo, sdo capazes de
inativar tensoativos convencionais, enquanto a surfactina manteve-se estavel (BARROS
et al., 2007). Valores de temperatura variando entre 20 e 100°C durante 1 hora e limites
de pH entre 5,0 e 9,5 também ndo foram capazes de inativar as propriedades do
tensoativo, o qual manteve suas propriedades emulsificantes estaveis (KIM et al., 1997;
BARROS et al., 2007).

Uma diferente linhagem sintetizada pela cepa Bacillus subtilis LB5a também
demonstrou estabilidade em elevadas concentracdes salinas (>15%), variagdes de
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temperatura atingindo 135°C e também na presenca das enzimas cisteino-proteases
bromelina, ficina, papaina e tripsina (COSTA, 2005).

A surfactina apresenta atividade de superficie e de membrana sobre diversos
sistemas, além da capacidade de alterar as propriedades fisico-quimicas de interfaces.
Como consequéncia, o tensoativo tem propriedade antibidtica (STEIN, 2005) e pode agir
como antitumoral (KAMEDA et al., 1974), antiviral (VOLLENBROICH et al., 1997),
imunomodulador (HUSSAIN et al., 2004), inibidor enzimatico e de toxinas (KIKUCHI,
HASUMI, 2002; COSTA, 2005), funcbes as quais a caracterizam como molécula
biologicamente ativa. Por ser considerada um potente tensoativo, a surfactina é o
tensoativo biolégico mais amplamente comercializado, em especial na inddstria
alimenticia, farmacéutica, de cosméticos e na fitossanidade (MEENA; KANWAR, 2015).

Embora o alto custo de producéo, purificacdo e baixos rendimentos sejam desafios
a serem superados, o interesse de sintese em escala industrial da surfactina vem crescendo
progressivamente devido as relevantes propriedades tensoativas e bioldgicas da molécula
(PARASZKIEWICZ et al., 2018).

2.5.2. lIturina

A iturina é um grupo de compostos lipopeptidicos resultante dos metabodlitos
secundarios de Bacillus subtilis. A iturina A, primeira molécula descoberta do grupo, foi
isolada de uma amostra de solo em 1957 por pesquisadores em lturi, Zaire,
(DELCAMBE; DEVIGNAT, 1957). A denominacdo do grupo, iturinas, foi decorrente da
descoberta posterior de outros cinco lipopolipeptideos provenientes da mesma cepa e de
padrdo quimico estrutural semelhante (BONMATIN; LAPREVOTE; PEYPOUX, 2003).
Atualmente, a literatura cita sete homdélogos os quais se diferenciam pelo comprimento
da cadeia carbonica e pela presenca de cadeias laterais, sejam eles iturina A, iturina C,
micosubtilina e bacilomicinas D, F, L e Lc (MESQUITA, 2015).

A estrutura da iturina (Figura 5) é caracterizada pela presenca de um &cido graxo
B-amino (Ci4 - C17) como porgdo hidrofébica e pela cadeia polipeptidica contendo 7
aminoacidos a qual compde a por¢édo hidrofilica (MAGET-DANA; PEYPOUX, 1994).
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Figura 5 — Estrutura da isoforma iturina A. Fonte: Kim et al., 2016.

A principal propriedade da iturina é sua potente acéo antifungica contra diversos
fungos e leveduras, além da atividade antibacteriana contra a espécie Micrococcus luteus
e contra o fitopatdgeno Xanthomonas campestris (BONMATIN; LAPREVOTE;
PEYPOUX, 2003; AGUIRRE, 2013). No caso das leveduras, a iturina é capaz de romper
a membrana através da formacdo de pequenas vesiculas e agregacdo de particulas
intramembranosas. Ela também libera eletrélitos e compostos de alta massa molecular, e
degrada fosfolipideos (SINGH; CAMEOTRA, 2004).

A atividade tensoativa e hemolitica da iturina, além de sua baixa toxicidade, alta
degradabilidade e baixo potencial alergénico em humanos e animais a torna um potente
agente de controle bioldgico, uma vez que sua eficacia contra diversos fungos
fitopatogénicos e leveduras é semelhante aos pesticidas quimicos comercializados
(ROMERO et al., 2004; AGUIRRE, 2013). Sua capacidade hemolitica e antifungica pode
ainda ser incrementada em até 40% quando associada a surfactina. Ambas atuam em
sinergismo e apresentam maior absor¢édo e estabilidade na membrana citoplasmatica do
organismo-alvo (AGUIRRE, 2013).

2.5.3. Fengicina

A fengicina representa outra classe de lipopeptideos sintetizada por cepas
bacterianas Bacillus. Sua estrutura é composta por uma cadeia de acidos graxos p-hidroxil
contendo entre 15-19 carbonos (Figura 6), aléem da sequéncia de cadeia peptidica Glu —
Orn — Tyr — Thr — Glu — Ala(Val) — Pro — GIn — Tyr — lle. A tirosina da posicdo 3 se liga

a isoleucina da posicdo 10, formando um ciclo peptidico (ZHAO et al., 2017).
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Figura 6 — Estrutura quimica da fengicina. Fonte: Kim et al., 2016.

A fengicina apresenta potencial propriedade antibacteriana e forte inibi¢do do
crescimento de fungos filamentosos, caracteristicas importantes as industrias
farmacéutica e biotecnoldgica. A acdo antifungica da fengicina ocorre por perturbacao da
membrana plasmatica, além de inducdo da apoptose em baixas concentracdes e necrose
em maiores concentracdes (TANG et al., 2014), o que a torna atrativa como agente
bioldgico para o controle de pragas (BIE; LU; LU, 2009; TANG et al., 2014).

Estudos prévios analisaram a capacidade inibitéria do crescimento do fungo
Rizhopus stolonifer, e demonstraram resultados significativos provocados pelas
fengicinas A e B sintetizadas por cepas de Bacillus subtilis (BIE; LU; LU, 2009). Outro
estudo caracterizou a ac¢do da fengicina, demonstrando que ela ataca a integridade e a
estrutura da membrana celular, alterando sua permeabilidade e induzindo, eventualmente,

a morte celular por necrose (TAO et al., 2011).

2.6. A ecotoxicidade dos tensoativos quimicos e bioldgicos

A deteccdo e presenca constante dos tensoativos em &guas residuais como
consequéncia de seu uso extensivo fez com que esses compostos passassem a ser
considerados contaminantes emergentes (PETROVIC; GONZALEZ; BARCELO, 2003).
Contaminantes emergentes sdo substancias toxicas que nao apresentam regulamentacao

e cuja presencga no ambiente e resultados acerca da toxicidade ainda permanecem pouco
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conhecidos, como tensoativos, pesticidas, nanomateriais, cafeina, estrogénios e farmacos
(BARRIOS-ESTRADA et al., 2018). No caso dos tensoativos, eles permanecem no meio
em concentragdes relevantes a diversos microrganismos, acarretando-lhes toxicidade e
efeitos deletérios (ALOUI; KCHAOU; SAYADI, 2009; RIOS et al., 2017).

Os cursos d’agua sdo bastante vulneraveis a influéncias externas por serem
ecossistemas abertos. Diversos estudos ja evidenciaram o efeito toxicoldgico de
diferentes tensoativos nos organismos (ROSAL et al., 2010; LECHUGA et al., 2016;
OLIVEIRA et al., 2016). Dados toxicoldgicos sobre os principais tensoativos quimicos
comerciais utilizados estao disponiveis na literatura em relacéo a diferentes organismos,
incluindo bactérias, algas e moluscos (LECHUGA et al., 2016).

Assim, 0s tensoativos bioldgicos surgiram como alternativas promissoras
possivelmente mais seguras ao meio ambiente e apresentando também uma variedade de
aplicacdes. No entanto, esses compostos também necessitam de uma caracterizacdo em
relacdo ao seu potencial ecotoxicoldgico (OLIVEIRA et al., 2016).

O termo ecotoxicologia foi definido pelo toxicologista francés René Truhaut em
1969 como um ramo especifico da toxicologia, a qual esta relacionada aos efeitos toxicos
de agentes fisicos e quimicos sobre os organismos vivos, cuja finalidade € estabelecer
medidas de protecdo contra os efeitos adversos provocados por estes poluentes
(TRUHAUT, 1977).

A avaliacdo de ecossistemas aquaticos é geralmente realizada através de métodos
tradicionais considerando parametros fisicos e quimicos. Porém, estes identificam e
quantificam os compostos no meio €, por si s, ndo sdo capazes de retratar o impacto
ambiental provocado pelos poluentes (NOVELLI, 2005). Por outro lado, 0s ensaios
ecotoxicoldgicos demonstram o impacto dos contaminantes sobre sistemas bioldgicos.
De fato, somente estes sdo capazes de detectar os efeitos e niveis de toxicidade (COSTA
et al., 2008) por meio de analises que buscam elucidar a forma como 0s organismos
metabolizam, transformam, degradam, eliminam, acumulam e sofrem efeitos de
toxicidade aos compostos a eles submetidos (FERNICOLA; BOHRER-MOREL;
BAINY, 2003), e possibilitam prever impactos futuros sobre o langcamento de despejos
em determinado ambiente (WALKER et al., 2006; ZAGATTO; BERTOLETT]I, 2006).

O objetivo da ecotoxicologia é proteger 0 meio como um todo, apontando
implicacdes deletérias a saide do homem e ao meio em que se enquadram, ou seja, ela

difere da toxicologia por concentrar seus estudos nos efeitos provocados por substancias
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quimicas, fisicas e bioldgicas sobre a dindmica de organismos de um determinado
ecossistema, e ndo apenas sobre os seres alvo (MELO, 2012).

A ecotoxicologia aquética, especificamente, considera avaliar o efeito de agentes
toxicos sobre os organismos representativos do ecossistema aquatico, a qual envolve a
origem dos contaminantes, transporte, transformacdo, as respostas biologicas e seu
destino final no ambiente. Os ensaios de toxicidade aquatica sdo muito relevantes, uma
vez que esse ecossistema constitui o principal receptor final de residuos (COSTA et al.,
2008; OLIVEIRA-FILHO; NAKANO; TALLARICO, 2017).

2.7. Ensaios de toxicidade e organismos-teste na ecotoxicologia

Toxicidade é a propriedade inerente de um composto quimico provocar efeitos
deletérios, sejam eles agudos, subletais, crénicos ou letais, sobre um organismo (RAND,
1995), sendo ela funcdo da concentracdo, composicdo e propriedades do composto, além
do tempo de exposi¢do (FERNICOLA et al., 2003).

Os testes ecotoxicoldgicos incluem tipo de exposicdo aguda e cronica, e seguem
protocolos padronizados desenvolvidos por organizagdes nacionais, como a Associacao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), e internacionais, como a Organizacdo para
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (Organization for Economic Co-operation
and Development — OECD), que fornecem diretrizes para analise dos potenciais efeitos
toxicos de contaminantes sobre a saude humana e o ambiente, e buscam minimizar
divergéncias interlaboratoriais e permitir a reprodutibilidade dos resultados (NOVELLI,
2005; ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006; BARROSO, 2009). Os ensaios de toxicidade
aguda, geralmente realizados entre 24 a 96 h, sdo amplamente utilizados na anéalise de
toxicidade de compostos quimicos e efluentes, e buscam analisar os efeitos que ocorrem
de forma severa e rapida sobre os organismos quando expostos ao contaminante a ser
avaliado (SARMA; NANDINI, 2006; MELO, 2012).

O parametro indicativo de toxicidade mais comumente analisado em organismos
aquaticos € a letalidade ou, no caso dos invertebrados, imobilidade (COSTA et al., 2008).
Os testes de toxicidade permitem a determinacdo dos valores de CE50 e CL50, ou seja, a
concentracéo efetiva e concentracdo letal da amostra que provocam efeito agudo em 50%
dos organismos testados (MELO, 2012), e também expressam os valores de concentragdo
de efeito ndo observado (CENO), que representa a maior concentracdo do contaminante

que ndo é capaz de provocar efeito deletério no organismo, e concentracdo de efeito
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observado (CEOQ), ou seja, 0 menor valor de concentracdo capaz de provocar efeitos no
organismo (CONNON; GEIST; WERNER., 2012).

Os organismos-teste utilizados nos ensaios de ecotoxicidade séo representados
principalmente por algas, bactérias, invertebrados aquaticos plancténicos e bentdnicos e
os peixes (MELETTI, 2003; IVASK et al., 2013). Esses organismos devem atender
alguns critérios, como disponibilidade e abundéancia no ambiente, sensibilidade aos
contaminantes, uniformidade e estabilidade genética dentre as populacGes,
representatividade de seu nivel tréfico, facilidade de cultivo e de adaptacdo as condicbes
laboratoriais e devem ainda apresentar biologia conhecida (ZAGATTO; BERTOLETTI,
2006). Quando expostos a contaminantes, esses organismos podem sofrer implicagdes
ndo s6 de forma isolada e individual, mas também acarretar em alteracGes a nivel
populacional e de ecossistema.

A espécie Daphnia magna é a mais comumente empregada em ensaios de
ecotoxicidade, principalmente por ser considerada o organismo padrdo por diferentes
organizacOes de saude publica e por atender todos os critérios necessarios a esse tipo de
teste (SARMA; NANDINI, 2006).

2.7.1. Caracterizacao da espécie Daphnia magna

Os microcrustaceos zooplanctonicos sdo organismos muito utilizados na
ecotoxicologia. Eles apresentam relevante papel na dindmica do ecossistema aquatico,
devido a sua posicdo intermediaria na cadeia alimentar como consumidores primarios
(SANTOS et al., 2017). Os microcrustaceos estdo amplamente distribuidos nos corpos
d’agua e sdo fonte de alimento aos consumidores secundarios, como peixes e outros
vertebrados. Além disso, demandam minima manutencdo laboratorial, sdo de facil
cultivo, apresentam rapidas taxas de crescimento populacional e sensibilidade a diversas
classes de contaminantes. A reproducdo assexuada por partenogénese permite o
nascimento de organismos geneticamente idénticos e garante, portanto, sensibilidade
constante (SARMA; NANDINI, 2006; ZAGATTO; BERTOLETT]I, 2006).

Pertencente a ordem Cladocera e ao género Daphnia, a espécie de microcrustaceo
de agua doce Daphnia magna Straus, 1820 (Figura 7) € a mais comumente empregada
em ensaios toxicologicos, sobre a qual hd um grande numero de informacgbes sobre
técnicas de cultivo e condi¢es apropriadas do experimento, como temperatura, luz,

fotoperiodo e resposta em relacéo a diversos compostos toxicos (COSTA et al., 2008).
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Figura 7 — Microcrustaceo claddcero de origem temperada Daphnia magna. Aumento 50x. Fonte:
Freitas, 2013.

A espécie ¢ popularmente conhecida como pulga d’agua, devido ao movimento
das antenas que dao-lhes aparéncia de estarem se deslocando em pequenos saltos
(BARROSO, 2009). O claddcero planctdnico é amplamente encontrado no hemisfério
norte, em regides temperadas, tem comprimento entre 5-6 mm, atua como consumidor
primario na cadeia alimentar aquatica e alimenta-se por filtracdo de algas, bactérias e
matéria organica particulada em suspensdo (BRENTANO, 2006).

Por outro lado, é importante considerar também a utilizacdo de espécies nativas
de regides tropicais e subtropicais para a realizacao de estudos ecotoxicologicos, a fim de
fornecerem resultados realisticos em relacdo aos contaminantes a serem testados e
complementar os dados obtidos em relacdo a espécies ja padronizadas (FREITAS;
ROCHA, 2011). Assim, neste trabalho, foi considerada a utilizagdo do microcrustaceo

dulcicola tropical Dendrocephalus brasiliensis.

2.7.2. Caracterizacao da especie Dendrocephalus brasiliensis

O crustaceo Dendrocephalus brasiliensis Pesta, 1921, conhecido como
branchoneta e pertencente a ordem Anostraca (Figura 8), € amplamente encontrado na
América Central e América do Sul. As branchonetas s&o essencialmente filtradoras e seu
ciclo de vida completo € curto, de aproximadamente 90 dias. A partir do 7° dia de vida, é
possivel encontra-las como formas jovens com ovarios em formacdo. Neste estagio, as

fémeas ja sdo consideradas adultas e capazes de realizar a postura de cistos. Os cistos sdo
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ovos resistentes e asseguram a sobrevivéncia dos microcrustaceos sob condicdes

ambientais adversas extremas (LOPES et al., 2007).

Figura 8 — Microcrustaceo anostraco de origem subtropical e tropical Dendrocephalus brasiliensis

A reproducdo das branchonetas é sexuada e o primeiro estagio larval é
denominado nauplio. Antes da cépula, 0 macho elabora uma corte e persegue a fémea,
provocando o ato sexual e, posteriormente, ocorre a fecundagcdo, com consequente
liberacdo de cistos (AMARAL, 2013). Originaria de paises tropicais, a branchoneta sofre
influéncia da temperatura sobre seu desenvolvimento sexual. Cultivos de D. brasiliensis
em ambiente externo revelaram que a idade reprodutiva do organismo ocorre em 22 dias
no inverno, e em apenas 8 dias no verdo, demonstrando a viabilidade de cultivo nos meses
mais quentes do ano (VASCONCELLOS, 2010).

As branchonetas apresentam dimorfismo sexual facilmente notado quando
adultas, sendo essa diferenciacdo baseada sobretudo nas caracteristicas sexuais externas
e na estrutura das antenas. Os machos possuem antenas em formato de gancho, que 0s
auxiliam na apreensdo das fémeas no momento da copula, enquanto as fémeas possuem
sacos ovigeros, nos quais elas carregam os cistos que eclodem depois de hidratados em
ambiente favoravel. A cor é outra variavel de diferenciacdo, sendo 0os machos verde-
azulados e as fémeas verde-rosadas (LOPES, 2007; AMARAL, 2013).

O principal representante e expoente do grupo da Ordem Anostraca é a Artemia.
No entanto, por ser de &gua salina, seu cultivo muitas vezes torna-se inviavel fora de
regides salineiras, devido a demanda e custo de adequagdo com tanques e sais exigidos
no seu cultivo, como o NaCl. Nesse sentido, a branchoneta vem surgindo como potencial
substituto desse crustaceo na piscicultura nacional e mundial (VASCONCELLOS, 2010).
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Outras caracteristicas das branchonetas propiciam-lhes vantagens sobre as
artémias. Os cistos de D. brasiliensis s&o esféricos, de coloracdo escura, possuem sulcos
de superficie lisa e apresentam comprimento de 213 - 233 um (RABET; THIERY, 1996),
em contraste com o tamanho dos cistos de Artemia sp., que possuem comprimento médio
de 270 um. O menor tamanho dos cistos de branchoneta promove um melhor
aproveitamento destes como alimento para larvas de camardes e peixes (LOPES, 2007).
Além disso, ap6s eclodirem, as branchonetas sdo capazes de atingir entre 1,5 — 2,0 cm de
comprimento, propiciando um maior rendimento de biomassa, que podera ser utilizado
em atividades de piscicultura como alimento vivo ou congelado (LOPES, 2007).

A tabela 1 descreve os indices comparativos de proteina bruta em diferentes
espécies de microcrustaceos. A espécie D. brasiliensis é ainda considerada negligenciada
pelos pesquisadores, uma vez que apresenta elevados indices protéicos, caracteristica esta
que a torna interessante a atividades de piscicultura e aquacultura. Em relacdo ao valor
nutricional, D. brasiliensis apresenta em sua composicao 67,05 % de proteina bruta, valor
inferior apenas para a Daphnia sp., cujo indice proteico é equivalente a 70,1 %
(AMARAL, 2013).

Tabela 1: Composicdo nutricional de Dendrocephalus brasiliensis em comparacdo a
outros crustaceos. Fonte: Amaral (2013).

Organismos Proteina bruta (%) P (%) Ca (%) Cinzas (%)
Artemia sp. 61,60 10,10
Brachionus plicatilis 56,92 1,42

D. brasiliensis 67,05 0,54 1,71 14,82
Daphnia sp. 70,10 1,46 0,21

Moina sp. 59,12 1,32 0,16

Pesquisas sobre a sensibilidade a componentes toxicos sdo escassas considerando
essa espécie anostraca neotropical. A branchoneta exige pouco espaco, além de apresentar
baixo custo de cultivo, minima manipulacdo experimental e alta taxa de reproducéo.
Assim, considerando que tal espécie apresenta as caracteristicas ideiais de um organismo-
modelo e é representativa do ecossistema tropical, D. brasiliensis foi a segunda espécie
de microcrustaceo escolhida para a analise ecotoxicoldgica dos diferentes tensoativos

citados neste trabalho.
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Abstract

Surfactants have been continuously detected within aquatic environments as a
consequence of their use on a global scale. Lipopeptides are biosurfactants naturally
produced by Bacillus subtilis that have been explored as green alternatives. The
assessment of ecotoxicological parameters of synthetic and biogenic surfactants are
required for evaluating toxicity values and to verify the eco-friendly behaviour of the
biological compounds. This study aimed to conduct toxicity testing for different
surfactants and biosurfactants at different concentrations using Daphnia magna and
Dendrocephalus brasiliensis as alternative test species for monitoring of pollutants in
tropical freshwaters. D. magna and D. brasiliensis showed high sensitivity for SDS
concerning the recommended dosage use. Iturin and fengycin revealed very low toxicity
effects on both organisms. Data exhibited a higher responsiveness of D. brasiliensis for
all tested compounds in comparison to D. magna, highlighting the importance of this

species for monitoring of pollutants in tropical and subtropical environments.

Key-words: Surfactants, Biosurfactants, Acute toxicity tests, Environmental health,
Lipopeptides, Ecotoxicology.
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1. Introduction

Surfactants are surface active molecules constituted of a polar hydrophilic and a
non-polar lipophilic domain. The amphiphilic nature and physico-chemical
characteristics of surfactants are responsible for detergency, emulsification,
solubilisation, sterilisation and wetting properties, thus highlighting their importance for
industry applications (Schramm et al. 2003; Wang et al. 2015). These synthetic
compounds are petroleum derived produced through organic chemical reactions,
exhibiting low-biodegradability and relative toxicity to organisms (Bahia et al. 2018).

The toxicity of these chemicals is primarily a function of the intrinsic property to
adsorb and penetrate the cell membrane of living organisms (Mungray and Kumar 2008),
which may causes serious and irreversible damage, including membrane disruption,
inhibition of respiration in microorganisms (Gregorova et al. 1996), damage on growth
and nitrogen fixing capacity of cyanobacteria (T6zUm-Calgan and Atay-Giuneyman
1994), alterations in lipid and protein contents of fish (Roy 1988) and disturbance in
activity of enzymes and metabolism (Cserhati et al. 2002).

Advances in biotechnology along with the increasing environmental health
concern have drawn attention to the development of novel, safe and biologically active
agents, known as biosurfactants, as a green alternatives (Bahia et al. 2018). The surface-
active behaviour and potential biological properties allow the owing following
advantages over synthetic surfactants, beyond the higher degradability and low toxicity
on environments (Mandal et al. 2013; Chen et al. 2015; Ines and Dhouha 2015).
Biosurfactants are synthesized as secondary metabolites by a wide variety of growing
microorganisms (Chen et al. 2015). Bacillus subtilis strains are rod-shaped, endospore-
producing, gram-positive bacteria which have great economic importance owing to the
ability of synthesizing the major class of biosurfactants, namely cyclic lipopeptides, that
includes surfactin, fengycin and iturin (Das and Mukherjee 2007; Sabaté and Audisio
2013).

Aquatic ecosystem assessment based solely on physicochemical analysis has been
hampered since it just provides quantitative data caused by the presence of toxic
contaminants, enhancing the importance of ecotoxicological parameter evaluations.
Residues of surfactants have been widely detected throughout aquatic ecosystems, as
these compounds are discharged into sewage treatment-plants followed by release of
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effluents into water bodies, ending up in aquatic systems and chronically exposing
nontarget organisms (Sobrino-Figueroa 2018).

Daphnia magna, a crustacean cladoceran invertebrate, is widely applied as a
model organism in aquatic toxicology due to their responsiveness to environmental
pollutants, ease of handling, high growth rate and parthenogenetic reproduction (Sarma
and Nandini 2006; Sucahyo et al. 2008; Jiang et al. 2018). Also, this cladoceran species
displays an essential role in the dynamics and energy metabolism of aquatic ecosystems,
owing to the intermediate position in the food chain as primary consumers (Zhu et al.
2010; Santos et al. 2017).

On the other hand, there is a growing need to evaluate the realistic impacts on
autochthonous species in tropical freshwaters, as most ecotoxicological studies is
performed with acclimated exotic species from temperate areas (Freitas and Rocha 2011;
Rodgher and Espindola 2008; Artal et al. 2017). Few studies in tropical and subtropical
areas have been conducted with local species, and the use of temperate organisms
constitutes a limiting factor for aquatic toxicity assessment of pollutants (Santos et al.
2018).

Dendrocephalus brasiliensis Pesta, 1921 (Crustacea: Anostraca) are freshwater
branchiopods naturally distributed under tropical and subtropical climates of the Central
and Southern Americans (Rabet and Thiéry 1996; Chaves et al. 2011). Although still
considered a neglected species, D. brasiliensis have been explored by aquaculture
industry as a promising food source due to their high protein content and relevant biomass
production rates (Freita et al. 2017). Also, studies have been encouraged owing the short
life cycle, abundance in environment, thermal tolerance and high reproduction rate of the
species. Owing these properties, D. brasiliensis are emerging as an attractive alternative
test organism for monitoring of contaminants in tropical and subtropical freshwaters
(Santos et al. 2018).

To further assess the environmental impact of synthetic and biogenic surfactants,
this study aimed to evaluate the ecotoxicity of the common industrial surfactants, sodium
dodecyl sulfate (SDS) and triton X-100, and three biosurfactants, surfactin, iturin and
fengycin, at different concentrations on the microcrustaceans D. magna and D.
brasiliensis, in order to assess ecotoxicological parameters through acute toxicity tests

and to compare the sensitivity of tropical and temperate species.
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2. Material and Methods
2.1. Test solutions of surfactants and reference substance

The chemical surfactants sodium dodecyl sulphate (SDS) and Triton X-100, and
the biosurfactants surfactin, iturin and fengycin were obtained from Sigma-Aldrich. The
physico-chemical properties and the range of the nominal testing concentrations for each
surfactant are shown in Table 1. The reference substance potassium dichromate
(K2Cr207) was chosen as a positive control (OECD 2004). All compounds had a high
purity (>90%) and stock solutions were prepared by dissolving the chemicals directly in

water immediately before each bioassay.
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Table 1: Physico-chemical properties of the surfactants and biosurfactants tested for the acute toxicity assays.

Chemicals Type of CAS No. Chemical structure Molecular formula MW Degradability Nominal
surfactant (Da) concentration range

Triton X-100 Nonionic 9002-93-1 oJ[/\O}H C14H220(CoH4O)nn=9-10y) 625 By-product not 12.5-200 mg/L
WQ/ ' readily degradable

SDS Anionic 151-21-3 i X0 NaC12H25S04 288.3 Persistent by- 6.25-100 mg/L

% product

Surfactin Lipopeptide  24730-31-2 o E; Cs3Ho3N7O13 1036.3 High 25.0-400 mg/L
M u;\”‘mﬂ

Fengycin Lipopeptide ~ 102577-03-7 C72H110N12020 1463.7 High 2.5-40.0 mg/L

Iturin Lipopeptide  52229-90-0 C37H51N12014 1044.2 High 1.25-20 mg/L
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2.2. Biological sample and culturing

Daphnia magna were cultured in the Laboratory of Ecotoxicology, Federal
University of Uberlandia, Brazil, according to Organisation for Economic Co-operation
and Development Guideline 202 (OECD 2004). Daphnids were maintained in acclimated
aquaria at 20 = 1 °C with a light/dark cycle of 16:8 h. The culture medium [synthetic
Elendt M4 medium (pH 7.8 = 0.2; total hardness 47 £ 5 mg/L in CaCO3)] was renewed
three times per week and the organisms were fed daily with Arthrospira platensis algal
suspension on a basis of 150 pg/organism/day prior the experimental tests. The
reconstituted water applied for stock maintenance and acclimatization of daphnids in
aquaria was used as negative control and for preparation of all test solutions.

Neonates of D. brasiliensis were obtained from cultures grown in 2-L glass
aquaria with reconstituted water (0.03 g/L of CaS04.2H,0, 0.061 g/L of MgS0O4.7H0,
0.048 g/L of NaHCOs3 and 0.002 g/L of KCI) dissolved in 1L of distilled water, with pH
7.2 £ 0.1, total hardness 44 + 3 mg/L in CaCOs and conductivity of 160 uS/cm. The
culture medium was renewed three times per week and the organisms were fed daily with
Spirulina platensis suspension on a basis of 10° cells/L/organism. D. brasiliensis were
maintained in warm-acclimated aquaria at 25 = 1 °C, under a 16:8 h light/dark
photoperiod. The reconstituted water employed for stock maintenance and

acclimatization was used as negative control and for preparation of all test solutions.

2.3. Acute toxicity tests

The acute toxicity tests of all chemicals were performed according to OECD
Guideline 202 (OECD 2004). Tests were conducted in a static system, in 20 mL glass
beakers, using ten neonate daphnids (aged less than 24h at the start of the test) and ten
nauplii of D. brasiliensis exposed to 10 mL solution for 48h of six different nominal
concentration ranges of each compound diluted in reconstituted water (with dilution
factor 0.5), and to a negative control (dilution water only). The tested species organisms
were not fed during the acute toxicity tests and the exposure conditions were maintained
at 20 = 1°C for D. magna and 25 + 2°C for D. brasiliensis.

The test conditions were identical to the culture conditions relative to both species
and were carried out separately owing to the temperature difference of the protocols. All
tests using D. magna and D. brasiliensis were performed in quintuplicate for each

compound. The organisms were observed through a stereomicroscope and the

30



immobilization rate was recorded at 24 and 48 h. The crustaceans were considered
immobile in absence of reaction for 15 s after exposure to a luminous stimulus followed

by gentle prodding of the glass beaker.

2.4. Statistical Analysis

Immobility data were used as the evaluation criteria of the acute toxicity tests to
assess the median immobility concentration (ECso.4gn) and the endpoints No Observed
Effect Concentration (NOEC) and Lowest Observed Effect Concentration (LOEC). Data
were evaluated according to OECD Guideline 171 (OECD 2012). Maximum accepted
mortality in the negative controls did not exceed 10%.

To determine the EC50 and respective 95% confidence interval, data were
analyzed by regression using Probit-analysis considering log-normal distribution of the
values. The NOEC and LOEC were determined using Fisher's Exact Binomial Test with
Bonferroni Correction. For all analyses, p values <0.05 were considered statistically

significant.

3. Results

Data obtained from the acute toxicity tests performed with all chemicals after 24
and 48h exposure of D. magna and D. brasiliensis are depicted in Table 2. According to
OECD qguidelines (2004), for all tests the mortality of the controls did not exceed 10%.
ECso-48n Values for potassium dichromate were 32.7 and 13.8 pg/L for D. magna and D.
brasiliensis, respectively.

This study performed a toxicity assessment of non-ionic, anionic and biogenic
surfactants. The effects of the chemicals on D. magna and D. brasiliensis depended
significantly on the concentration. According results, the exposure of D. brasiliensis
revealed ECso.4gn Values lower than D. magna for all tested compounds, implying higher

sensitivity of the tropical crustacean in comparison to the temperate waterflea.

Table 2: Estimated median effective concentrations (ECso-24nr and ECso.agnr) values and
95% confidence intervals (CIs) of the surfactants and biosurfactants tested for D. magna

and D. brasiliensis.
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Chemical D. magna
(mg/L)

D. brasiliensis

ECso-24nr (95% 1) ECso-48hr (95% 1) ECso-24hr (95% c1y ECso-48hr (95% cI)
SDS 61.8 (37.2-102.7) 241 (17.2-36.5) 245 (17.7-34.0) 154 (9.6-24.7)
Triton X-100  118.2 (75.3-1855) 722 (49.6-105.0)  54.1(38.8-75.3)  43.6 (30.1-63.2)
Surfactin 2454 (150.5-399.9)  161.5 (106.1-245.6) 227.5 (153.5-337.1) 158.2 (102.9 -243.4)
Fengycin 3102 (90.4-1064.7)  288.4(86.8-957.8)  212.2 (69.8-645.5)  202.1 (66.9 - 609.7)
Iturin 927.9 (130.3-6600.8) 3216 (62.4-1657.1) 253.1 (58.8-1089.2) 173.6 (45.5-661.7)

The ecotoxicological parameters NOEC and LOEC were also evaluated regarding

the acute toxicity tests. Accordingly with results, the endpoints were similar for both

organisms considering all chemicals. Notwithstanding, the NOEC and LOEC parameters

were estimated at concentrations of 2.5 and 5.0 mg/L iturin, respectively, for D. magna,

and 1.25 and 2.5 mg/L for D. brasiliensis, confirming higher sensitivity of the tropical

species.

Table 3: Ecotoxicological parameters and environmental risk assessment obtained from

acute toxicity tests after exposure of chemicals on the D. magna species and D.

brasiliensis.

Chemical (mg/L) D. magna D. brasiliensis
NOEC LOEC NOEC LOEC

SDS 6.125 125 6.125 125

Triton X-100 125 25.0 125 25.0

Surfactin 25.0 50.0 25.0 50.0

Fengycin 2.5 5.0 2.5 5.0

Iturin 25 5.0 1.25 2.5

Toxicity degree of the chemicals

Table 4 summarizes published sensitivity data of the selected chemicals for

several aquatic species.

Table 4. Comparison of EC50 values (48h) for the toxicity of selected compounds

obtained from literature for different non target invertebrates and D. magna and D.

brasiliensis (tested in this study).
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Chemical (mg/L) Species ECs0-48nr Reference

SDS Daphnia magna 24.1 Tested in this study
Dendrocephalus brasiliensis 15.4 Tested in this study
Daphnia magna 31.0 Martins et al (2007)
Ceriodaphnia rigaudii 20.8 Mohammed 2007
Pseudosida ramosa 13.9 Freitas and Rocha 2011

Triton X100 Daphnia magna 72.2 Tested in this study
Dendrocephalus brasiliensis 43.6 Tested in this study
Daphnia magna 26.0 Mohammed 2007
Diaphanosoma brachyurum 30.7 Mohammed and Agard 2006
Artemia sp. 58.3 Sasikumar et al 1995

Surfactin Daphnia magna 161.4 Tested in this study
Dendrocepahlus brasiliensis 158.2 Tested in this study
Daphnia magna 170.1 De Oliveira et al 2017

Iturin Daphnia magna 321.6 Tested in this study
Dendrocepahlus brasiliensis 173.6 Tested in this study

Fengycin Daphnia magna 288.4 Tested in this study
Dendrocepahlus brasiliensis 202.1 Tested in this study
Daphnia similis > 340.0 Martinez et al 2014

Discussion

Although SDS is a versatile molecule owing to the favourable physico-chemical

properties, low cost and a wide variety of applications, the global use of this anionic

surfactant have been detected on aquatic environments in a greater extent (Ambily and

Jisha 2014). ECso.sen values were twofold and threefold lower for D. magna and D.

brasiliensis, respectively, considering the recommended dosage used (50 mg/L), inferring

a high sensitivity of both species for SDS. Data obtained in this study are in agreement

with other studies (Table 4) towards different tropical species, which confirm a similar

sensitivity of the tropical cladoceran Pseudosida ramosa and D. brasiliensis (Freitas and

Rocha 2011). In nature, this anionic compound has low degradability rate (Hosseini et al.
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2007). The primary degradation, characterized by the occurrence of the loss of the ester
sulphate group, may still yield recalcitrant and toxic metabolites (Roig et al. 1998).

Also, ECso-agn vValues of Triton X-100 were slightly lower for D. magna and more
than twofold lower for D. brasiliensis regarding the usage concentration (100 mg/L),
indicating relevant toxicity of this chemical. Despite the biodegradability behaviour of
Triton X-100, the by-product resulting from the degradation process do not readily
degrade and potentially causes toxicity on aquatic environment (Sidim 2012). In fact,
estrogenic effects and bioaccumulation ability of this surfactant in living organisms have
been found (Ying 2006).

Amongst the biosurfactants tested, surfactin showed the less safety behaviour,
indicating that even biological compounds have the ability to cause toxicity in living
organisms. Surfactin is the most powerful biosurfactant ever discovered, owing to the
strong surface active properties and high performance in environmental and therapeutic
applications, including enhanced oil recovery and bioremediation (Al-Wahaibi et al.
2014), antibacterial (Heerklotz and Seelig 2007) and antiviral activities (VVollenbroich et
al. 1997). Minor alterations in the chemical structure of surfactin have been considered in
order to modify the toxicity profile of the compound (Symmank et al. 2002). However,
results showed ECso-48n Values of 161.5 and 158.2 mg/L for D. magna and D. brasiliensis,
respectively. Studies performed with surfactin (40 mg/L) revealed a strong
biodegradation rate of diesel, indicating a high removal efficiency of hydrocarbons in low
concentrations (Whang et al. 2008). Also, it was reported that surfactin was able to
remove total petroleum hydrocarbon of soil with much higher efficiency than Triton X-
100 and Tween 80, highlighting the potential of the molecule as a naturally derived
alternative to chemical surfactants (Lai et al. 2009).

Iturin and fengycin showed the lowest toxicity effects for both organisms,
confirming their eco-friendly behaviour. The compounds have been investigated due to
the strong antifungal activity against pathogens (Romero et al. 2007; Tao et al. 2011).
The mechanism of interaction between these lipopeptides involves the permeabilisation
of the cytoplasmic membrane of the target cells, most prominent by forming ion-
conducting pores that promote electrolyte permeability (Patel et al. 2011; Deravel et al.
2014), highlighting their potential action as biocontrol agents. The high degradability rate
of biosurfactants in water and soil environments justified the low toxicity and safety to
living organisms, hence the lipopeptides degrade before they can elicit toxic effects in

aquatic organisms (Poremba et al. 1991).
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The use of temperate species to perform ecotoxicological studies in tropical and
subtropical climates has been discussed by several authors (Freitas and Rocha 2010;
Sobrino-Figueroa 2018). D. magna is one of the most sensitive organisms to chemical
substances and a model organism in the standardized protocols of toxicology studies
(USEPA 1982; Ino et al. 2017). Notwithstanding that, ecotoxicological assessment of
toxicants using tropical species would provide more realistic data in tropical and
subtropical environments. In this work, the tropical cladoceran D. brasiliensis showed
higher sensitivity in comparison to D. magna for all tested compounds. Sucahyo et al.
(2008) confirmed that tropical organisms have higher responsiveness in relation to
standard representative organisms from temperate regions. Sobrino-Figueroa (2018) also
revealed higher sensitivity of tropical cladoceran, amphipods and ostracods exposed to
different commercial surfactants in comparison to D. magna.

In conclusion, chemical surfactants revealed higher toxic effects regarding the
recommended concentration dosage in comparison to the biogenic compounds. Iturin and
fengycin exhibited the most environmentally safe behaviour regarding all chemicals. D.
brasiliensis showed higher sensitivity than the temperate species D. magna, indicating
the organism as a potentially suitable freshwater ecotoxicity species for circumtropical

regions.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir dos testes de toxicidade aguda realizados nas
espécies de microcrustdceos Daphnia magna e Dendrocephalus brasiliensis revelaram
uma maior toxicidade dos tensoativos quimicos em relagdo aos tensoativos bioldgicos
considerando os respectivos valores de concentracdo de uso. Os efeitos de letalidade para
os organismos foram dependentes da concentragdo de tensoativo utilizada. Os
lipopeptideos fengicina e iturina foram ambientalmente seguros & ambas as espécies. Os
tensoativos SDS e Triton X-100 demonstraram efeitos ecotoxicoldgicos consistentes em
ambos 0s organismos, no qual destacou-se a alta toxicidade do tensoativo ndo-i6nico
(SDS) a espécie de origem tropical. N&o obstante, a surfactina demonstrou resultado
similar de toxicidade considerando ambas as espécies na concentragdo de uso empregada,
comprovando que mesmo os compostos de origem bioldgica tém capacidade de provocar
efeitos de toxicidade sobre o0s organismos vivos. No entanto, a seguranca ambiental deste
lipopeptideo baseia-se na sua alta atividade tensoativa mesmo em menores concentracdes.

A espécie de origem tropical Dendrocephalus brasiliensis revelou maior
sensibilidade em relacdo a todos os tensoativos testados quando comparada a espécie de
origem temperada Daphnia magna, fato este que estd de acordo com outros estudos. A
capacidade de resposta deste organismo, além de outras caracteristicas fundamentais,
como facilidade de cultivo e alta taxa de reproducdo, o evidencia como uma alternativa

ecotoxicoldgica promissora para estudos em regides tropicais.
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