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ABSTRACT

The presence of emerging contaminants in surface waters was detected in studies conducted by researchers from se-
veral countries. In this study, physiological parameters of antibacterial contaminated substrates, nitrofurantoin (NTF),
tetracycline hydrochloride (CTC), cephalexin (CEF), amoxicillin (AMX), azithromycin (AZI) and norfloxacin (NOR)
were monitored and by analgesics, diclofenac sodium (DFS), dipyrone monohydrate (DMH) and diclofenac potas-
sium (DFP) in cultures of Lactuca spp. (lettuce) and Saccharomyces cereviseae, in vitro. All the evaluated substances
caused metabolic and physiological changes in the culture of Lactuca spp. studied, changing the germination rate, leaf
length, root length and rates of alpha chlorophyll and beta chlorophyll. However only NOR, DFS and DMH cause
changes in the inhibitory concentration for the foam production of S. cereviseae in concentrations < 5000 ppm.
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RESUMO

A presenca de contaminantes emergentes em aguas de superficie foi detectada em estudos realizados por pesqui-
sadores de varios paises. Neste estudo foram monitorados parametros fisiologicos de substratos contaminados pe-
los antibacterianos, nitrofurantoina (NTF), cloridrato de tetraciclina (CTC), cefalexina (CEF), amoxicilina (AMX),
azitromicina (AZI) e norfloxacina (NOR) e pelos analgésicos, diclofenaco de sodio (DFS), dipirona monoidratada
(DMH) e diclofenaco de potassio (DFP), em culturas de Lactuca spp. (alface) e de Saccharomyces cereviseae in vitro.
Todas as substancias avaliadas causam alteragdes metabdlicas e fisiologicas na cultura de Lactuca spp., alterando a
taxa de germinagdo, o comprimento de folhas, o comprimento de raizes e as taxas de clorofila alfa e de clorofila beta.
No entanto apenas NOR, DFS e DMH causam alteragdes na concentragdo inibitéria para a produgdo de espuma de S.
cereviseae em concentra¢des < 5000 ppm.

Palavras-chave: fitotecnia; farmacodinamica; Lactuca sativa; Saccharomyces cerevisiae

|N'|'RODU(;AO em aguas residuais de animais confinados (2), outros
contaminantes emergentes, em estacdes de tratamen-

Contaminantes ambientais e seus derivados, to de dgua, onde biomarcadores de exposi¢do foram
classificados como contaminantes emergentes, foram significativamente alterados (3). Um estudo em aguas
encontrados em aguas subterraneas na Europa, in- estuarinas da Australia, proximas a regido de coleta
cluindo produtos industriais, agrotoxicos além de an- de aguas pluviais, detectou pesticidas e compostos
tibioticos (1). Antibidticos também foram detectados farmacéuticos, dentre os quais analgésicos (4). Outro
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estudo mostrou inumeros farmacos em efluentes (5) bactérias resistentes (6). Os vegetais absorvem agua

demostrando a importancia da avaliagdo de possiveis do ambiente com inimeros nutrientes que podem in-
indicadores naturais para monitorar antibacterianos teragir com a planta que contém intimeros metabolitos
presentes em solos, evitando o desenvolvimento de e oleos fixos (7).
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Figura 1. nitrofurantoina (NTF), cloridrato de tetraciclina (CTC), cefalexina (CEF), amoxicilina (AMX), azitromicina (AZI) e norfloxacina (NOR) e
dos analgésicos, diclofenaco de sodio (DFS), dipirona monoidratada (DMH) e diclofenaco de potassio (DFP).
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Diversos pesquisadores descreveram que ha bioa-
cumulagdo de farmacos (5, 8-22) e estudos indicaram
a reducdo da taxa de germinacdo de Lactuca sativa L.
na presenca de aluminio (23), menor crescimento da
parte aérea na presenga de cadmio (24), alteragdo dos
metabolitos em alface cultivada na presenga de KNO,,
NH,H, PO, e ureia (25), fechamento dos estomatos, pe-
roxidagdo lipidica, danos as membranas, aumento da
atividade enzimaética, acimulo de acido ascorbico e act-
mulo de prolina na presenca de boro (B) e cloreto de s6-
dio (NaCl) (26), acamulo de cadmio (Cd), niquel (Ni) e
cobalto (Co) em caules e raizes, reducao dos parametros
de area foliar, massa fresca ¢ massa seca da parte aérea
e raizes e ainda reducdo no teor de pigmentos fotossin-
téticos (27). Também foi observado que biomarcadores
lipidicos de folhas de Lactuca serriola sdo alterados em
solos de aterros metalirgicos, na presenca de Ni e Cr,
facilitando diagndsticos precoces de contaminagdo do
solo (28).

Foram detectados calicivirus em folhas de Lactuca
sativa cultivada em solos contaminados por esse tipo de
virus, ndo descartando a possibilidade de contaminagao
viral pelo alface (29). O objetivo deste artigo foi monito-
rar parametros fisiolégicos em culturas de Lactuca spp.
e as concentragdes inibitorias da espuma de Saccha-
romyces cereviseae in vitro de substratos contaminados
pelos antibacterianos nitrofurantoina (NTF), cloridrato
de tetraciclina (CTC), cefalexina (CEF), amoxicilina
(AMX), azitromicina (AZI) e norfloxacina (NOR) e
dos analgésicos, diclofenaco de sodio (DFS), dipirona
monoidratada (DMH) e diclofenaco de potassio (DFP)
(Figura 1).

MATERIAL E METODOS

Meios de cultura para Lactuca spp. Os meios de
cultura foram preparados a partir do substrato comer-
cial Agro Cerro, que tem em sua composi¢do, casca de
Pinus, vermiculita e cinzas. Ao todo foram preparados
10 meios de cultura. Na cultura controle havia apenas
o substrato comercial, e a partir do substrato comercial
foram preparados outros 9 meios de cultura pela adi-
¢do dos antibacterianos NTF (1.000 ppm), CTC (1.000
ppm), CEF (1.000 ppm), AMX (1.000 ppm), AZI (100
ppm) ¢ NOR (1.000 ppm) e dos analgésicos, DFS (100
ppm), DMH (100 ppm) e DFP (100 ppm) (30, 31).

Em cada meio de cultura foram semeadas 60 se-
mentes de Lactuca spp. A taxa de germinagdo relativa
(TGR) foi calculada na unidade porcentagem ao 8° dia
(32, 33). Ao 21° dia de cultivo, foram realizadas as ava-
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liagdes dos parametros fisioldgicos relativos, referentes
a cultura controle, que continha apenas substrato co-
mercial, quanto: a) Ao comprimento das folhas relati-
vo (CFR) (34); b) Ao comprimento das raizes relativo
(CRR) (35); e ¢) As taxas das clorofilas (36) relativas a
(CaR) e B (CBR) in vitro, para culturas de Lactuca spp.
Para os parametros fisiologicos CFR e CRR, foi usada,
como referéncia, a escala em centimetros e para o para-
metros CaR ¢ CBR, a escala em pg/g de massa verde de
folhas.

Para a extracdo das clorofilas a e § foram seguidos
os seguintes procedimentos: folhas do vegetal (100 mg),
foram resfriadas a 0 °C por 15 min. Em seguida foram
adicionados 3 mL de propanona 80 % para a maceragao
do material. Ap6s a macerag@o, o material foi filtrado, em
papel filtro previamente umedecido com propanona 80
%, e o volume foi completado para 5 mL. O extrato foi
centrifugado por 5 min e transferido para uma cubeta. As
absorbancias foram medidas em um espectrofotometro
UV-BASIC, em 646,8 ¢ 663,2 nm ¢ a partir das equagdes
1 e 2 (36) foram calculadas as taxas de Ca ¢ Cp.

14
Ca = (12,25 'A663,2 - 2,79 . A646,8) .;
Equacio 1

Cp = (21,5 Agass — 510 . Aggaz) .
Equacio 2
Onde:
A5 € Ay, = absorbancias nos respectivos comprimen-
tos de onda de 646,8 ¢ 663,2 nm
V = volume do extrato em propanona 80 %

m = massa de folhas macerada.

A contaminagdo dos meios de cultura foi realizada
pela adi¢@o do farmaco micronizado no estado solido ao
substrato antes do plantio, nas concentragdes de 100 e de
1000 ppm. Para as triplicatas dos testes, foram utilizados
300 g de substrato e 20 sementes de Lactuca spp. em
cada amostra. As taxas de clorofila o (CaR) e B (CBR)
relativas ao meio de cultura sem os farmacos teve como
referéncia a escala em micrograma das clorofilas a e 8
por grama de massa verde de folhas de Lactuca spp.
(ng.g/MF).

Avaliacio da inibicdo da producdo de espuma
de Saccharomyces cerevisiae. Também foram avaliadas
as concentragdes inibitorias para 70 % (CL, ) e para 50
% (CL,,) da produgdo de espuma de Saccharomyces ce-
revisiae (37, 38), na presenca dos antibacterianos NTF,
CTC, CEF, AMX, AZI e NOR e dos analgésicos, DFS,
DMH e DFP, ap6s 20 minutos.



Os meios de cultura para Saccharomyces cerevisiae
foram preparados utilizando 1,5 g de Saccharomyces ce-
revisiae; 0,3 g de cloreto de sodio (NaCl); 3,0 g de saca-
rose (C,H,,0,)); 9,0 g de carboidrato de origem vegetal
(CH,0); 60 g de 4gua a 40 °C; massas micronizadas dos
farmacos (37, 39) para preparar os meios de cultura nas
concentragdes de 0, 10, 50, 100, 500, 1000 e 5000 ppm.
A altura da espuma foi determinada com uma régua na
unidade milimetros (mm), sendo as concentragdes inibi-
torias calculadas por regressio linear.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A taxa de germinagdo relativa a cultura de Lactuca
spp. controle (TGR) foi maior que 1,0, tendo como refe-
réncia a escala em centimetros (cm) para os antibacteria-
nos CTC, NOR e AMX e para os analgésicos DFP, DFS,
DMH. A presenca destes farmacos influenciou positiva-
mente o desenvolvimento de Lactuca spp., um género
potencialmente acumulador de farmacos (17, 40, 41),
onde a presenga do analgésico DFP promoveu a maior
varia¢do de TGR, na ordem de 1,4 (Figura 2).
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Figura 2. Razdo entre os parametros fisioldgicos taxa de germinacao
relativa (TGR), comprimento relativo da folha (CRF), comprimento rela-
tivo da raiz (CRR) de Lactuca spp. Cultivada em substratos na presenca
e na auséncia dos antibacterianos, nitrofurantoina (NTF), cloridrato
de tetraciclina (CTC), cefalexina (CEF), amoxicilina (AMX), azitromicina
(AZI) e norfloxacina (NOR) e dos analgésicos, diclofenaco de sédio
(DFS), dipirona monoidratada (DMH) e diclofenaco de potassio (DFP).
* Concentragdo = 100 ppm. ** Concentracdo = 1000 ppm.

No entanto, o comprimento relativo das folhas
(CFR) foi maior do que 1,0 para as amostras cultiva-
das na presenga do antibacteriano NTF e dos analgési-
cos DFP, DFS e DMH. O maior CFR foi verificado para
plantas na presenca do analgésico DFP, na ordem de 1,3.
As plantas apresentaram comprimento das raizes relati-
vo (CRR) maiores que 1,0, quando cultivadas na presen-
¢a do antibacterino AMX e dos analgésicos DFP, DFS
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e DMH, sendo o maior CRR observado para a amostra
cultivada na presenca de DFP, e o diclofenaco encontra-
do em plantas de Lactuca sativa em quantidades de até
19 pg/kg (42) de massa seca de planta, o que equivale a
19 ppb. Estes resultados indicam que a presenga de far-
macos, que sdo contaminantes emergentes, nem sempre
altera os parametros TGR, CFR e CRR para Lactuca,
apesar de alteragdes morfologicas em plantas na presen-
¢a de antibacterianos ocorrerem em outros géneros de
plantas (43, 44). Valores relativos maiores que 1,0 em
substratos contaminados indica a tolerancia de Lactuca
spp. para os farmacos estudados. Razdes com valores >
1,0 indicam que o farmaco ndo prejudica o desenvolvi-
mento da cultura de Lactuca spp.; e razdes com valores
< 1,0 indicam que o farmaco prejudica o desenvolvi-
mento da cultura de Lactuca.

Culturas de Lactuca sativa ao 20° dia de cultivo na
presenca de 5 ppm de enrofloxacina apresentaram CRR
menores que 1,0 (45). Culturas de alface irrigadas com
aguas contaminadas pelos antibacterianos NTF, CTC,
CEF, AMX, AZI ¢ NOR e pelos analgésicos DFS, DMH
e DFP, podem conter estas substancias (46), uma vez
que a alface se mostra tolerante a substratos contamina-
dos por estes farmacos.

Animais e insetos, ao consumirem as folhas da al-
face, podem levar essas substancias adiante (47). Geral-
mente os seres humanos tém por habito lavar as folhas
de alface com hipoclorito de sodio e agua filtrada (48),
sendo possivel a ingestao de tais contaminantes também
através da agua (49); no entanto essas substancias po-
dem ser absorvidas pelas plantas (50) e transformadas
biologicamente (51).

Tabela 1. Atividade biolégica em termos de concentragdes
inibitorias para 70 % (CL,;) e para 50 % (CI, ) da producdo de
espuma de Saccharomyces cerevisiae in vitro dos antibacte-
rianos, nitrofurantoina (NTF), cloridrato de tetraciclina (CTC),
cefalexina (CEF), amoxicilina (AMX), azitromicina (AZI) e nor-
floxacina (NOR) e dos analgésicos, diclofenaco de sodio (DFS),
dipirona monoidratada (DMH) e diclofenaco de potassio (DFP).

NTF > 5000 > 5000 N/D
cTe > 5000 > 5000 N/D
NOR 445 2690 0,97
AZI > 5000 > 5000 N/D
DFP 1588 2610 0,98
DFS > 5000 > 5000 N/D
DMH 479 2690 0,58
CEF > 5000 > 5000 N/D
AMX > 5000 > 5000 N/D

N/D: R? ndo determinado.
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Figura 3. Razdo entre os parametros fisiologicos taxa de clorofila alfa
relativa (CoR), taxa de clorofila beta relativa (CBR) de Lactuca spp.
Cultivada em substratos na presencga e na auséncia dos antibacteria-
nos, nitrofurantoina (NTF), cloridrato de tetraciclina (CTC), cefalexina
(CEF), amoxicilina (AMX), azitromicina (AZI) e norfloxacina (NOR) e
dos analgésicos, diclofenaco de sodio (DFS), dipirona monoidratada
(DMH) e diclofenaco de potéssio (DFP). * Concentracdo dos farmacos
adicionados de 100 ppm. ** Concentragdo do farmacos adicionados
de 1000 ppm.

Com relagao as concentragdes inibitdrias para o
desenvolvimento de Saccharomyces cerevisiae (CL,;
e CI,), na Tabela 1, as maiores CI, e CI,; ocorreram
para o antibacteriano NOR e para os analgésicos DFP
e DMH.

Na analise dos parametros fisiologicos TGR,
CFR, CRR apresentados na Figura 2 e das taxas
de clorofila a relativa (CaR) e de clofila B relativa
(CBR), observadas na Figura 3, as menores CIL, e
CI,, das estirpes de Saccharomyces cerevisiae, um
modelo eucariota (52), para as amostras cultivadas
na presenca de DFP e DMH, estdo associadas a TGR,
CFR, CRR, CoR e CPR maiores que 1,0A presen-
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¢a de DFP e DMH prejudicou o desenvolvimento de
Saccharomyces cerevisiae e favoreceu o desenvol-
vimento de Lactuca spp. nas condi¢des estudadas.
No entanto, as menores CI,j e CI,, para NOR, ou
seja, inibicdo em concentragdes menores, estavam
associadas a CFR, CRR, CaR e CBR menores que
1,0, indicando que a presenca de NOR prejudicou
o desenvolvimento de Lactuca spp. ¢ de Saccha-
romyces cerevisiae nas condi¢cdes estudadas. A TGR
da amostra contaminada com NOR apresentou valo-
res maiores que 1,0, promovendo a germinagdo. A
estrutura de NOR apresenta semelhangas estruturais
(grupos C=0, COOH), com as giberelinas (53), hor-
monios vegetais associados a quebra da dorméncia
de sementes (54).

CONCLUSAO

Pode-se concluir que marcadores biologicos nem
sempre sdo alterados na presenca dos antibacterianos
NTEF, CTC, CEF, AMX, AZI e NOR, e dos analgésicos,
DFS, DMH e DFP, que sdo contaminantes emergentes.
Nos ensaios, Saccharomyces cerevisiae, considerado um
modelo eucariota, ndo apresentaram a producao de espu-
ma alterada para o antibacteriano NOR e para os analgé-
sicos, DFS, DMH e DFP, em concentra¢des < 5000 ppm.
Estudos estdo sendo realizados para entender melhor o
comportamento de modelos bioldgicos frente potenciais
contaminantes ambientais.
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