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1. INTRODUCAO

Devido ao amplo consumo de farmacos e suplementos se observa um aumento da contaminacdo de
efluentes por principios ativos presentes em sua formulacdo. A cafeina € um composto psicoativo que
pertence ao grupo das xantinas, € utilizada como suplemento, como principio ativo de diversos farmacos e
é considerada um poluente emergente devido a sua alta disponibilidade em crescimento no meio ambiente,
principalmente em areas de maior densidade populacional, onde sdo descartados no esgoto doméstico
(EDWARDS, 2015). Além disso, o poluente requer processos avangados para sua remogao, 0s quais nao
séo contemplados em tratamentos convencionais em Esta¢Ges de Tratamento de Esgoto (ETES).

A fim de determinar as concentra¢cdes que causam efeito toxicoldgico desse poluente no solo, a
presente pesquisa realizou testes toxicoldgicos de comportamento de fuga e teste de reproducdo com
Enchytraeus crypticus, conforme a norma ABNT ISO 16387 (2012). O organismo E. crypticus foi adotado
por ser um organismo da fauna edéafica comumente utilizado em testes e por ser bom bioindicador (NIVA,
2019). Ensaios de fitotoxicidade também foram realizados com sementes de Lactuca sativa (alface lisa) e
Eruca sativa (rucula), conforme a USEPA, 1996, para avaliar o indice de germinacédo e o alongamento da
raiz apds a exposicdo a cafeina. As sementes foram adotadas a partir das recomendagdes da EPA, pois
possuem grau médio a alto de sensibilidade a exposicao de poluentes quimicos. (OPPTS 850.4200/1996).

Haja vista a pouca disponibilidade de pesquisas sobre o efeito da cafeina combinada ao solo e sua
permanéncia no meio ambiente (LIU et al., 2023), bem como a necessidade de diversificacdo em relacao
aos organismos-testes utilizados, o poluente emergente e seus efeitos em organismos da fauna edéafica e

flora resultou no objetivo geral deste trabalho.
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2. METODOLOGIA

As atividades experimentais foram realizadas a partir de uma solu¢do mée de agua destilada e 200mg
de cafeina anidra, obtida em composto comercial, da qual se realizaram cinco dilui¢cbes até obter as
concentracdes desejadas. A solucdo foi diluida em um Becker, com auxilio de agitador de vibragéo e
elevacao de temperatura. Tais equipamentos e vidrarias sdo parte do laboratorio de Ecotoxicologia de solos

(LAECOS), localizado na Faculdade de Tecnologia da Unicamp (FT- Unicamp), campus de Limeira.

2.1 Teste de fitotoxicidade com sementes de Lactuca sativa e Eruca sativa

Os testes de fitotoxicidade com sementes de alface lisa e racula foram realizados em quadruplicata,
acrescido do controle para cada espécie de semente. A montagem foi realizada em placas de Petri nas quais
foi alocado um papel de filtro e pipetado 4mL de cada concentracdo e adicionado 20 sementes. Ap0Os
montagem, as placas foram colocadas em bandejas e, para ndo ocorrer perda de umidade, permaneceram
armazenadas em um saco plastico atoxico escuro a 20°C £ 2°C, com auséncia de luz por 5 dias (USEPA,
1996). Os resultados foram gerados por calculos de indice de Alongamento Relativo (IRAR) e Indice de
Germinagdo Relativa (IGR).

2.2 Testes de toxicidade com organismo E. crypticus - Fuga

Os testes de comportamento de fuga, realizados em quadruplicata acrescido do controle, foram
montados em recipientes plasticos de 250 mL com 60g de solo artificial tropical (SAT), sendo 30g solo
controle e 30g de solo contaminado divididos por uma placa de acrilico marcando no centro do recipiente.
Apos isto, dez organismos adultos e clitelados foram colocados no centro do recipiente, entre os solos. O
teste foi mantido em incubadora para Demanda Bioquimica de Oxigénio (B.0.D.) com controle de
iluminacdo e temperatura por 48 horas. Apds este periodo, o teste foi encerrado com adicéo de 20 mL de

alcool 70% e corados com Rosa bengala para facilitar a leitura de resultados.

2.3 Testes de toxicidade com organismo E. crypticus - Reproducéo

O teste de reproducdo foi realizado em recipientes plasticos com pesagem de 30g de SAT
contaminado com cafeina, em quadruplicata por concentracdo, nos quais foram adicionados 10 organismos
clitelados. Cada pote foi alimentado com farinha de aveia e 4gua destilada. Apds a pesagem, 0s recipientes
foram alocados em bandeja e mantidos em B.O.D. a 20-25°C e iluminagdo controlada, por 21 dias. Os
organismos foram alimentados a cada sete dias e a umidade corrigida conforme o peso do recipiente inicial.
Passados 21 dias, o teste foi finalizado com a adi¢éo de 20 mL de alcool 70% e 3 mL de rosa bengala. Além
disso, o pH foi aferido no inicio e no final do teste (ABNT 1SO 16387, 2012).
2.4 Andlise estatistica

Os dados gerados foram submetidos a tratamento estatistico aplicando a Andlise de Variancia
unidirecional (ANOVA), teste de Dunnett para determinacdo da Concentracdo de Efeito Nao Observado
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(CENO) e da Concentracao de Efeito Observado (CEO). As Concentracdes de Efeito de 20 e 50%
observado (CE20 e CE50) dos organismos E. crypticus foram determinadas a partir do modelo de ajuste de
curva logistica 111 (dose-resposta) e as CE20 e CE50 das sementes foram determinadas a partir do modelo
de ajuste de curva logistica 1V (dose-resposta). Os softwares matematicos utilizados foram R Studio e
Statistica 7.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados e discussdes dos testes com organismos da fauna edafica, assim como os de
fitotoxicidade com sementes, sdo apresentados a seguir. A Figura 1 expressa o0s resultados obtidos para as

sementes de alface e a Figura 2 para as sementes de rdcula.

FIGURA 1: (a) IRAR e (b) IGR da semente de alface exposta a diferentes concentracdes de cafeina
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FIGURA 2: (a) IRAR e (b) IGR da semente de rdcula exposta a diferentes concentracfes de cafeina
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Controle 22,8 45,6 91,2 182,4 364,8

Verificada a parametrizagdo dos dados atraves do teste Shapiro que apresentou p > 0.05, e a ANOVA
p < 0.05, evidenciando diferenca estatistica presente no teste, foi possivel determinar a CENO, CEO, CE20

e CES50, apresentadas na Tabela 1.
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TABELA 1: Resultados obtidos por modelagem matematica

) CENO CEO CE20 CE50
Tipo Semente ANOVA
mg.L?
Alface 6,25 12,5 nao determinado nao determinado 0,000027
Racula 91,2 182,4 89,29 206,74 0,000001

Fonte: Autora, 2023

Em relacdo aos testes de fitotoxicidade foi observado que em sementes da mesma familia sativa,
houve diferenca de sensibilidade as concentracdes de exposicdo de cafeina, visto os valores de CENO e
CEO determinados para ambas sementes. Conforme a Tabela 1, a ricula apresentou CEO de 182,4 mg.L-!
enquanto a alface 12,5 mg.L-L, ou seja, a alface apresentou maior sensibilidade a exposicédo a cafeina.

Foi possivel observar que a semente de alface teve maior sensibilidade quando observado o IRAR do
que a semente de rdcula. Por fim, a germinacdo entre as sementes ndo foi menor do que 68%, mesmo na
maior concentra¢do. Ou seja, a cafeina ndo interfere na germinacgdo, dentro dessa faixa de concentragéo,
porém, pode afetar o alongamento da raiz.

A Figura 3 apresenta o Indice de Fuga (IF) resultante do teste de comportamento de fuga realizado

em solo artificial com organismos da fauna edéafica E crypticus.

FIGURA 3: indice de Fuga do E crypticus exposto a diferentes concentracdes de cafeina em solo artificial
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Vista a ISO 17512-2/ 2020, para ser considerado que houve efeito toxicoldgico, o comportamento de
fuga dos organismos a cafeina deveria ser superior a 80%, 0 que ndo ocorreu no experimento no SAT. Neste
experimento, a permanéncia de E. crypticus na parte contaminada do solo por apenas 48 horas resultou em

sua fragmentacéo, clareamento e enfraquecimento do clitelo acrescido de uma resisténcia a coloragdo com
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corante Rosa de bengala apds a finalizacdo do teste. O que tornou pertinente a realizagdo do teste de
reproducdo, para avaliar os efeitos da cafeina a longo prazo.
Quanto ao teste de reproducdo com E. crypticus, ndo foi apresentado resultado, pois o teste estid em

finalizacdo, sendo garantida a apresentacéo e discussao do mesmo do mesmo ao final desta pesquisa.
4. CONCLUSOES:

Foi possivel concluir que apesar das concentragfes estudadas serem superiores ao encontrado no meio
ambiente, as concentracdes de exposicdo do solo a cafeina podem impactar processo de alongamento de
raiz das sementes, porém, ndo causou comportamento de fuga expressivo nos organismos da fauna edéafica
estudado.

Ainda assim, nota-se a importancia de testes de ecotoxicidade, dadas as diferencas entre controle e
organismos expostos a cafeina, como as diferencas morfoldgicas constatadas no teste de fuga realizado
durante essa pesquisa, Sendo assim, foi possivel observar que a cafeina pode causar efeito toxicoldgico em
organismos apds exposicao a esse poluente, tornando pertinente o estudo sobre a cafeina e seus impactos

no meio ambiente.
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