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Resumo

O presente estudo teve como principal objetivo avaliar a influéncia de diferentes tipos de
matéria organica na toxicidade relativa ao rendimento reprodutivo de minhocas Eisenia
andrei por meio do protocolo n°® 222 da Organizacdo para a Cooperacao e Desenvolvimento
Econdmico (em inglés, OECD) - Teste de Reproducdo de Minhocas. Foram analisadas 7
diferentes formulacBes de solo com diferentes fontes de matéria orgdnica em diferentes
porcentagens: Solo Artificial recomendado pela OECD com 10% e 5 % de matéria organica
(esfagno); Solo Atrtificial Tropical (SAT) com 10% e 5% de matéria organica (fibra de coco),
Solo Artificial com Café + Mate a 10% e 5% e himus de minhoca em tratamentos com e sem
acido borico (controle positivo e negativo, respectivamente). Os ensaios foram realizados com
5 réplicas contendo 10 minhocas cliteladas da espécie Eisenia andrei. A concentracdo de
acido borico utilizada foi de 281 mg.kg™. O Solo Artificial OECD com 10% de matéria
organica teve melhor desempenho (p < 0,05). Desta forma, conclui-se que para as condicoes
utilizadas no estudo este € o melhor substrato para realizacdo do teste de rendimento
reprodutivo em Eisenia andrei, com a turfa de esfagno como fonte de matéria organica, em
relacdo aos demais testados.

Palavras-chave: Solo Artificial; Solo Artificial Tropical; Poluicdo do Solo; Oligoquetas.

Abstract

The present study aimed to evaluate the influence of different types of organic matter on
reproductive toxicity of earthworms Eisenia andrei by means of Organization for Economic
Cooperation and Development (OECD) Test No. 222 - Earthworm Reproduction Test. Seven
different soil formulations with different sources of organic matter in different percentages
were analyzed: Artificial Soil recommended by OECD with 10% and 5% organic matter
(sphagnum); Tropical Artificial Soil with 10% and 5% organic matter (fiber coconut);
Artificial Soil with Coffee + Mate 10% and 5%; and earthworm humus in treatments with and
without boric acid (positive and negative control, respectively). The assays were performed
with 5 replicates containing 10 adult earthworm Eisenia andrei. The boric acid concentration
used was 281 mg.kg-1. OECD Artificial Soil with 10% organic matter had better performance
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(p < 0.05). Thus, it is concluded that for the conditions used in the study this is the best
substrate for performing the reproductive performance test in Eisenia andrei, with sphagnum
peat as a source of organic matter, in relation to the others tested.

Keywords: Artificial Soil; Tropical Artificial Soil; Soil Pollution; Oligochaetes.

Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo principal evaluar la influencia de diferentes tipos de
materia organica en la toxicidad relacionada con el rendimiento reproductivo de las lombrices
de tierra Eisenia andrei a través del protocolo 222 de la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econémico (en inglés, OCDE) - Prueba de reproduccion de lombrices de tierra. Se
analizaron siete formulaciones de suelo diferentes con diferentes fuentes de materia organica
en diferentes porcentajes: suelo artificial recomendado por la OCDE con 10% y 5% de
materia organica (sphagnum); Suelo Artificial Tropical (SAT) con 10% y 5% de materia
orgénica (fibra de coco), Suelo Artificial con Café + Mate al 10% y 5% y humus de lombriz
en tratamientos con y sin acido borico (control positivo y negativo, respectivamente). Las
pruebas se llevaron a cabo con 5 réplicas que contenian 10 lombrices de tierra de la especie
Eisenia andrei. La concentracion de acido borico utilizada fue de 281 mg.kg-1. El suelo
artificial de la OCDE con 10% de materia orgénica se desempefi6 mejor (p <0.05). Por lo
tanto, se concluye que para las condiciones utilizadas en el estudio, este es el mejor sustrato
para realizar la prueba de rendimiento reproductivo en Eisenia andrei, con turba de sphagnum
como fuente de materia organica, en relacion con los otros probados.

Palabras clave: Suelo Artificial; Suelo Artificial Tropical, Contaminacion del Suelo;

Oligoquetos.

1. Introducéo

O uso de bioensaios rapidos para detectar alteracdes causadas por agentes toxicos no
ambiente tem sido frequente em estudos de diagndstico e monitoramento ambiental (Cotta et
al., 2019). Para estes fins, os bioensaios precisam reunir algumas caracteristicas, tais como:
padronizacao, baixo custo, desfecho bem definido, além de ser suficientemente sensivel para
distinguir diferencas entre graus de contaminacdo distintos (Paton et al., 2005). Sendo assim,
por meio dos ensaios ecotoxicoldgicos, sdo verificados os efeitos das variaveis ambientais
capazes de afetar a toxicidade das substancias disponiveis aos seres vivos de um ecossistema,

podendo indicar uma resposta mais precisa da toxicidade dos contaminantes presentes nas
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amostras ambientais. Um dos métodos mais empregados para a avaliagdo dos efeitos adversos
de agentes quimicos sobre a biota terrestre e aquéatica sdo os testes de ecotoxicidade, onde séo
utilizados organismos-alvo terrestres, de aguas continentais, estuarinas e marinhas que ficam

expostos aos contaminantes sob condicdes controladas (CETESB, 2001).

Entre os organismos de solo, as minhocas ganham destaque, pois compreendem de
40% a 90% da biomassa de macrofauna da maioria dos ecossistemas tropicais (Fragoso et al.,
1999) e tém sido o organismo mais utilizado para avaliacdo da qualidade do solo impactado
por substancias quimicas. Estes organismos tém papel vital na decomposicdo de residuos de
plantas e ciclagem de nutrientes da matéria organica; na formacéo do hiumus e de agregados
de solo, onde a atividade bioldgica é mais intensa; no melhoramento da estrutura, fertilidade,
porosidade e capacidade de infiltragdo, drenagem e retengdo de &gua; e também no transporte
de micro-organismos e nutrientes do solo por meio dos canais formados por sua escavacao e
deslocamento no solo (Ingham, 2006), podendo auxiliar também em processos de

biorremediacédo de solos contaminados (Cotta, 2019).

Para invertebrados terrestres, um dos trés grupos contemplados em normas técnicas
padronizadas pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) é o grupo das
minhocas: ABNT NBR 15537:2014 e ABNT NBR ISO 17512-1:2011. O primeiro protocolo
refere-se ao teste de toxicidade aguda com minhocas, e 0 segundo para testes de fuga em
Eisenia fetida e Eisenia andrei, ambos servindo para avaliar a qualidade do solo. No entanto,
ndo existe uma norma padronizada nacional para a realizacdo dos ensaios de reproducao,
portanto foi utilizada a norma da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econdmico No. 222 (OECD, 2004). Vale destacar que esta norma utiliza Solo Artificial com
uma composicdo diferente do solo utilizado no Brasil. No pais, o solo utilizado é uma
adaptacdo a realidade nacional (ja incorporado nas normas mais recentes), chamado de Solo
Artificial Tropical (SAT), onde a composi¢do corresponde a 70% de areia fina, 20% de
caulim e 10% de p6 de fibra de coco, sendo este ultimo em substituicdo ao “sphagnum”

presente na norma da OECD.

Recentemente, outras adaptacdes tém sido propostas para o Solo Artificial, tal como a
reducdo do conteudo de p6 de coco, considerando que os solos brasileiros tém baixa
concentracdo de matéria organica (Assis, 2015). Além disso, é consenso que o solo artificial é

pouco realistico e que ndo reflete as condi¢bes naturais do solo, porém mesmo com esta
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limitacdo o SAT é ainda amplamente utilizado em detrimento de bioensaios com solos

naturais.

As caracteristicas do solo podem ter grande influéncia na adsorcdo e
consequentemente na biodisponibilidade e toxicidade de quimicos no solo. Visto isso, 0s
resultados do teste dependem das propriedades fisico quimicas intrinsecas do solo, que afetam
o desempenho das espécies e a biodisponibilidade do agente quimico em estudo (Kuperman et
al., 2009). Comparando também os valores de CL50 entre um solo teste e um solo natural, a
toxicidade da 3,4-dicloroanilina e do pentaclorofenol mostra-se maior quando em condicdo de
solo natural. E isso provavelmente se da por conta do seu menor contetdo de matéria organica

(Van Gestel, 1988), mas também outros fatores podem estar envolvidos.

A protecdo bem-sucedida de comunidades exige conhecimento dos animais que
compdem a base de cadeias troficas e para isso faz-se necessario o conhecimento
ecofisioldgico sobre a susceptibilidade toxicoldgica de invertebrados de solo (Eijsackers et
al., 1993). Desta forma, o objetivo do presente estudo € ampliar o conhecimento sobre as
diferentes configuracdes de solo-teste propostas por diferentes agéncias normatizadoras
(OECD e ABNT) por meio do ensaio de reprodugéo com Eisenia andrei comparando entdo os
diferentes efeitos toxicoldgicos nas taxas de eficiéncia reprodutiva das minhocas testadas com
a finalidade de poder indicar se ha diferenca expressiva entre o potencial de exibir a

toxicidade dos diferentes solos em funcéo de sua composigéo.

2. Metodologia

Para a realizagdo deste trabalho, foram utilizadas espécimes da minhoca californiana
Eisenia andrei adulta e com a presenca de clitelo, mantidas em condic¢Bes controladas de
temperatura (25° C), umidade (40-50%) e fotoperiodo (16 claro: 8 escuro), em substrato de
erva mate e borra de café, no Biotério de Invertebrados Terrestres do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Rio Grande (FURG), localizada na cidade de
Rio Grande, RS, Brasil..

Os tratamentos foram Solo Artificial 10% - OECD (SA OECD 10%), Solo Artificial
5% - OECD (SA OECD 5%), Solo Artificial Tropical Brasileiro 10% (SAT BR 10%), Solo
Artificial Tropical Brasileiro 5% (SAT BR 5%), Solo Atrtificial Tropical - Mate + Café 10%
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(SAT Mate+Café 10%), Solo Artificial Tropical - Mate + Café 5% (SAT Mate+Café 5%) e
hdmus de minhoca (HM).

Solo Atrtificial 10% - OECD (SA OECD 10%): 10% esfagno (o0 mais préximo do pH
5,5 ou 6,0, sem visiveis resquicios de plantas, moido e seco para a quantificacdo da umidade),
20% argila de caulim (contendo preferencialmente 30% de caulinita), entre 0,3 e 1,0 g de
carbonato de célcio (CaCO3 pulverizado) para a obtencdo inicial do pH de 6,0 £ 0,5 e 70% de

areia de quartzo (dependendo da quantidade de CaCO3 requerida).

Solo Atrtificial 5% - OECD (SA OECD 5%): 5% esfagno (o mais proximo do pH 5,5
ou 6,0, sem visiveis resquicios de plantas, moido e seco para a quantificacdo da umidade),
22,5% argila de caulim (contendo preferencialmente 30% de caulinita), entre 0,3 e 1,0
carbonato de célcio (CaCO3 pulverizado) para a obtencdo inicial do pH de 6,0 £ 0,5, e 72,5%

de areia de quartzo (dependendo da quantidade de CaCO3 requerida).

Solo Artificial Tropical Brasileiro 10% (SAT BR 10%): 10% fibra de coco (0 mais
préximo do pH 55 ou 6,0, sem visiveis resquicios de plantas, moido e seco para a
quantificacdo da umidade), entre 0,3 e 1,0 carbonato de célcio (CaCO3 pulverizado) para a
obtencdo inicial do pH de 6,0 + 0,5, e 70% de areia de quartzo (dependendo da quantidade de
CaCOa3 requerida).

Solo Artificial Tropical Brasileiro 5% (SAT BR 5%): 5% fibra de coco (0 mais
préximo do pH 55 ou 6,0, sem visiveis resquicios de plantas, moido e seco para a
quantificacdo da umidade), 22,5% argila de caulim (contendo preferencialmente 30% de
caulinita); entre 0,3 e 1,0 carbonato de célcio (CaCO3 pulverizado) para a obten¢éo inicial do
pH de 6,0 £ 0,5, e 72,5% de areia de quartzo (dependendo da quantidade de CaCO3

requerida).

Solo Atrtificial Tropical - Mate + Café 10% (MATE+CAFE 10%): 10% mistura de
rejeitos de erva mate e borra de café (o mais proximo do pH 5,5 ou 6,0, sem visiveis
resquicios de plantas, moido e seco para a quantificacdo da umidade), 20% argila de caulim
(contendo preferencialmente 30% de caulinita); 0,3 e 1,0 carbonato de calcio (CaCO3
pulverizado) para a obtencdo inicial do pH de 6,0 £ 0,5, e 70% de areia de quartzo
(dependendo da quantidade de CaCO3 requerida).

Solo Artificial Tropical - Mate + Café 5% (MATE+CAFE 5%): 5% Mistura de

rejeitos de erva mate e borra de café (o mais proximo do pH 5,5 ou 6,0, sem visiveis
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resquicios de plantas, moido e seco para a quantificagcdo da umidade), 22,5% argila de caulim
(contendo preferencialmente 30% de caulinita), 0,3 to 1,0 carbonato de célcio (CaCO3
pulverizado) para a obtencdo inicial do pH de 6,0 = 0,5, e 72,5% de areia de quartzo

(dependendo da quantidade de CaCO3 requerida).

Humus de minhoca (HUMUS): Foi utilizado em quintuplicata também o substrato
total de humus de minhoca comercial afim de comparar os mesmos pardmetros nesse solo

considerado rico em nutrientes.

Para a execugdo do Protocolo OECD No. 222 (Teste de Reprodugao de Minhocas) foi
realizada a exposi¢do de minhocas adultas e cliteladas que foram expostas durante 4 semanas
a uma substancia de referéncia (H3BO3 - Acido Bdrico) junto a um controle negativo de agua
destilada. Foi utilizada apenas a concentracdo de 281 mg.kg-1 de acido bérico baseando-se na
CE50 determinada no trabalho de Niemeyer et al. (2018), que utilizou solo equivalente ao
SAT BR 10% (Solo artificial convencionalmente utilizado no Brasil). Todos os tratamentos

foram realizados em quintuplicata, contendo 10 organismos por recipiente.

Assim, examinou-se os efeitos de mortalidade das minhocas adultas apds 4 semanas
de exposicdo que entdo foram removidas do solo com a finalidade de avaliar os efeitos na
reproducdo depois de mais 4 semanas de incubacdo nas mesmas condi¢des da etapa anterior.
Na etapa final, conta-se o numero de proles presentes no solo. O rendimento reprodutivo das
minhocas expostas ao teste quimico foi comparado com o controle negativo e entre si para
que entdo pudesse se classificar as diferentes matrizes de solo com relacéo a interferéncia na

toxicidade de agentes quimicos em funcgdo da sua composicao de matéria organica.

O teste teve inicio a partir do momento em que as minhocas sdo adicionadas aos
recipientes dos grupos contendo o solo contaminado com acido bérico e aos grupos controle.
Para todos os 14 tratamentos, bem como todas suas réplicas, a alimentacdo era realizada
semanalmente através de restos de erva-mate e tendo sua agua também reposta conforme o
necessario. Ao final dos primeiros 28 dias, as minhocas adultas vivas sdo observadas e
contadas. Apos isso, todas foram removidas dos recipientes e pesadas.

Ap0s a remogdo das minhocas adultas, o solo com os casulos foi entdo incubado por
quatro semanas adicionais sob as mesmas condicdes de teste como, temperatura, fotoperiodo
e umidade, exceto as condi¢fes de alimentacdo que ocorreu apenas uma vez no inicio desta

fase do teste.
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No final do segundo periodo de 4 semanas, 0 numero de juvenis surgidos dos casulos
no solo teste foi contado. Todos os sinais de danos as minhocas foram registrados ao longo do
periodo do teste. Ao término do teste, os juvenis foram encaminhados para o processo de

eutanasia.

Os valores biométricos gerados foram avaliados pelo Teste de Kolmogorov Smirnov
para avaliar a normalidade dos dados e apresentados como média + erro padrdo de nimero de
juvenis em cada tratamento. Para comparacdo dos diferentes grupos experimentais foi
realizada a analise de variancia (ANOVA) seguida de um teste de Tukey (p < 0,05). As
comparagOes ndo pareadas entre o tratamento e seu respectivo controle positivo (acido bdrico)
foram feitas a partir de teste t, considerando o p critico como p < 0,05. Todos os testes foram
realizados no software PRISM 5.0.

3. Resultados e Discussao

Os resultados do rendimento reprodutivo dos diferentes grupos experimentais estdo
mostrados nas Figura 1 (sem acido bdrico) e 2 (com acido bdrico). As diferencas estatisticas
entre os grupos sem acido borico (controle negativo com agua destilada) foram entre o solo
padrdo utilizado na norma OECD (SA OECD 10%) e os demais tratamentos. J& nas
comparacOes entre os controles positivos, expostos ao &cido borico (H3BO3), houve apenas
diferenca entre os grupos SAT 10% C+ e o grupo MATE+CAFE 5% C+.
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Figura 1. Comparacao entre o numero de juvenis ao fim de 56 dias dos grupos
experimentais sem exposicdo ao acido borico.
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Figura 2. Comparacao entre o nimero de juvenis ao fim de 56 dias dos grupos
experimentais expostos ao &cido borico.
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Para a Figura 1, bem como para a Figura 2, as letras atribuidas as colunas
correspondem a suas diferengas estatisticas advindas da realizacdo do teste Tukey.

A comparagdo entre 0s grupos sem exposi¢cdo ao &cido borico (controle negativo) e
expostos ao acido borico (controle positivo) estd mostrada na Tabela 1. Entre todos os grupos,
houve diferenca significativa entre os solos da norma padrdo OECD No. 222 (grupo SA
OECD 10% C- versus SA OECD 10% C+).

Tabela 1. Comparacéo entre a média de juvenis entre 0s grupos tratados com e sem
acido bdrico.

Tratamento & (sg:?cit):ido & E)Cc’?rriz:)ddo Valor de p
SA OECD 10% 47,8029 38,40+ 2,1 0,03
SA OECD 5% 40,80+ 2,3 35,60 + 2,1 0,13
SAT BR 10% 36,80+ 2,1 41,00+ 1,7 0,16
SAT BR 5% 37,00+ 15 3580+ 15 0,58
MATE+CAFE 10% 38,40 +2,3 33,80+ 1,3 0,12
MATE+CAFE 5% 37,80+ 2,1 32,60+ 1,4 0,07
HUMUS 41,00 £ 1,0 37,20 +1,4 0,06

Apesar das limitagdes do estudo quanto a avaliagdo apenas através de um Unico
parametro/teste e com Unica espécie de organismo teste. Tais dados nos permitem supor que
mesmo diante da influéncia das caracteristicas fisico-quimicas do solo na toxicidade de
agentes quimicos apenas o solo artificial OECD com 10% de matéria organica mostrou-se

sensivel quanto a biodisponibilizar o agente tdxico (acido borico) as minhocas Eisenia andrei.

No entanto, comparando esses resultados de toxicidade crénica no ensaio de
reproducdo com Eisenia fetida/Eisenia andrei, com outro trabalho que também utilizou o
acido bdrico como agente quimico testado, nota-se diferencas quanto a toxicidade do mesmo.
No trabalho de Niemeyer et al. (2018), em que utilizou o0 SAT comum (equivalente ao SAT
BR 10% deste trabalho), hd uma diferenca na eficiéncia reprodutiva das minhocas
demonstrada no namero de juvenis ao fim do teste em rela¢do ao presente trabalho. Segundo a
curva de dose-resposta de trabalho em questdo, na mesma concentracdo ha uma média de 20
juvenis ao fim do teste. Uma variacdo consideravel em relacdo ao presente estudo (acima de

10
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35 juvenis nas duas porcentagens de matéria organica). No entanto, é importante considerar
que Niemeyer realizou comparacgdes de resultados interlaboratoriais e indica que hé variacao
consideravel entre estes, justificando as variacbes em funcao de diferencas metodoldgicas,

sensibilidade dos organismos e variacdes de ambiente de realizacdo dos ensaios.

Ainda é de consenso na ecotoxicologia que as caracteristicas fisico quimicas do meio
influenciam na biodisponibilidade de agentes quimicos. No entanto, Kuperman et al (2009)
pontua que é questiondvel a relevancia ecoldgica de algumas metodologias e abordagens
aplicadas ainda hoje, visto que o estudo da ecotoxicologia terrestre tem pouco mais de duas
décadas e desde entdo ndo houve muitas indagacdes sobre diferentes aspectos como a
composicdo do solo, se essas matrizes de solo sdo recomendadas para todo tipo de agente
quimico, se as matrizes artificiais sdo fidedignas as condi¢des de solo natural, entre outras

davidas.

Os autores consideram também que para o0s avancgos cientificos futuros e a melhoria da
relevancia ecoldgica de dados empiricos para avaliacdes de solos contaminados exige-se: a
transicdo da pesquisa ecotoxicologica dos testes artificiais baseados no solo para 0 uso de
solos naturais para exposicdes de espécies; expandir a lista existente de espécies de teste, que
foram selecionadas principalmente com base em consideracdes préaticas, para incluir espécies
gue sao geograficamente e ecologicamente representativas do local e das condicdes do local; e
complementando testes laboratoriais de espécies Unicas com avaliacBes da comunidade e do

nivel do ecossistema (Kuperman et al 2009).

Este posicionamento vai ao encontro do que Niva et al. (2016) abordam em uma
recente revisdo sobre aspectos ecotoxicolégicos em solos brasileiros. Os autores reforcam a
necessidade de considerar cenarios mais realisticos de exposicdo, considerando as diferencas
regionais, incluindo o uso de testes crdnicos como o ensaio de reproducdo. Quanto a
padronizacdo de ensaios de reprodugdo, Niemeyer et al. (2009) iniciaram esfor¢os para
investigar as respostas de reproducdo em condi¢Ges de laboratorio do isdépodo terrestre

Cubaris murina, porém este seja talvez o Unico estudo nacional com este propdsito.

4. Concluséao

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que apenas o solo artificial OECED
com 10% de matéria organica foi sensivel quanto a disponibilizar o acido borico as minhocas.

Conclui-se entdo que a recomendacédo atual, baseada nos resultados deste estudo e nas
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condigdes dos bioensaios aqui apresentadas, que o melhor substrato para realizacdo do teste
de rendimento reprodutivo em Eisenia andrei é o Solo Artificial proposto pela OECD, que
possui em sua composicéao a turfa de esfagno como fonte de matéria organica, diferentemente
das outras variacdes testadas. Mostrando assim que as diferentes configuracGes de solo-teste
propostas por agéncias normatizadoras podem interagir de formas distintas sobre a
reproducdo da minhoca Eisenia andrei.

Sugerimos que as agéncias normatizadoras, sociedades cientificas e o6rgaos afins
busquem a realizacdo de programas de comparacdo Inter laboratorial com consequente
padronizacdo desta norma, com vistas a uniformizacao de seu uso em territorio nacional. Por
fim, diante da menor representatividade ecoldgica dos solos artificiais sugerimos como
continuidade deste estudo a comparacao dos solos artificiais com solos naturais de diferentes

origens.
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