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RESUMO

Os problemas oriundos de areas contaminadas vém crescendo cada vez mais no Brasil. Essas areas podem ser representadas
por postos de servicos, locais de disposi¢ao inadequada de residuos sélidos, industrias desativadas, etc. e muitas vezes
se encontram nas proximidades de ecossistemas, causando impactos negativos. A avaliagéo da contaminagdo dessas areas
tem sido realizada apenas com o auxilio de pardmetros quimicos, sem ainsercéo da avaliagdo ecotoxicolégica. O objetivo
deste trabalho foi iniciar ensaios preliminares segundo o draft da SO que descreve um ensaio de comportamento para
testar a qualidade de solos e a toxicidade de substancias quimicas com o organismo Eisenia fetida (minhoca). Esse ensaio
pode ser aplicado como um método rapido para determinar a biodisponibilidade de substancias quimicas ou de contaminantes
no solo para E. fetida, em que o comportamento de fuga é usado como indicador. Com base nos resultados, pode ser decidido
se 0 ensaio de reproducdo com a mesma espécie deve ou ndo ser realizado. Amostras de areas contaminadas com diferentes
concentracoes de hidrocarbonetos provindas de uma garagem de énibus, um posto de servigos e uma &rea com derramamento
de 6leo foram analisadas por meio desse ensaio. Os resultados da amostra originada da garagem de 6nibus mostraram
gue 96% dos organismos fugiram da se¢do que continha a amostra contaminada para a se¢do onde estava o solo controle,
indicando que a amostra pode ser considerada toxica, apresentando sua funcéo de habitat limitada. A toxicidade dessa
amostra foi posteriormente confirmada pelos ensaios de letalidade e reproducgdo. Os resultados preliminares indicaram
gue o ensaio de comportamento foi um indicador rapido da toxicidade da amostra e pode ser aplicado como complementagéo
da avaliag@o de &reas contaminadas por hidrocarbonetos.

Palavras-chave: ecotoxicologia terrestre, minhoca, Eisenia fetida, areas contaminadas, hidrocarbonetos.

ABSTRACT

Avoidance test using earthworms (Eisenia fetida) for
contaminated sites evaluation: preliminary results for hydrocarbon contamination

Problems related to contaminated sites are increasing in Brazil. These sites can be represented by gas station, waste disposal
areas, abandoned industrial facilities, etc. and in general are located in the neighborhood of important ecosystems, be-
ing cause of negative impacts. Evaluation of contaminated sites in Brazil has been done using only chemical parameters,
without ecotoxicological studies. The aim of this study was initiate preliminary tests according to the draft of 1SO that
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describes an avoidance test used to assess soil quality and toxicity from chemical to Eisenia fetida (earthworm). This test
can be applied as a rapid screening test to determinate the bioavailability of chemicals or contaminants in soil to E. fetida,
where the avoidance behaviour is used as indicator. In accordance to the results, it can be decided if reproduction test
with the same species must be performed. Samples from contaminated sites with different hydrocarbons concentrations
collected from a bus garage, a gas station and a contaminated oil spilling area were analysed. The results of the sample
from the bus station showed that 96% of the organisms escaped from the contaminated sample section to the control soil
section. This indicates that the sample can be considered toxic, presenting the habitat function limited. The toxicity of
this sample was confirmed later by mortality and reproduction tests. The preliminary results indicated that avoidance test
was arapid indicator of sample toxicity and can be applied as a complement to evaluate hydrocarbons contaminated sites.

Key words: terrestrial ecotoxicology, earthworm, Eisenia fetida, contaminated sites, hydrocarbons.

INTRODUCAO

Os problemas oriundos de &reas contaminadas vém
crescendo cada vez mais no Brasil. Essas areas podem ser
representadas por postos de servigos e abastecimento, locais
de disposicéo inadequada de residuos sélidos, industrias
desativadas, etc., e muitas vezes encontram-se nas proximidades
de niicleos populacionais e ecossistemas, podendo causar
impactos negativos ao ambiente e a saide.

Estudos de avaliacdo de risco ambiental, ecoldgico e a
salide humana podem ser realizados em &reas contaminadas,
mas ainda sdo considerados em desenvolvimento e pouco
aplicados no Brasil (Sisinno, 2003).

Algumas &reas contaminadas por substancias quimicas
de importancia para a saide humana e ambiental tém sido
freglientemente estudadas e cresce o0 interesse dos 6rgaos de
salide e ambiente no controle do impacto causado por esses
locais, umavez que aidentificagdo e o cadastramento dessas
areas permitem que agdes preventivas ou corretivas rel acionadas
a possivel contaminag&o do solo, ar, &guas superficiais e
subterréneas e biota sejam estabelecidas, e 0s riscos
minimizados.

A avaliagdo da contaminagdo dessas areas tem sido
realizada apenas com o auxilio de parametros quimicos, sem
ainsercdo da avaliagdo ecotoxicoldgica. Entretanto, por meio
dos ensaios ecotoxicol 6gicos sdo verificados os efeitos das
variaveis ambientais que sdo capazes de afetar a toxicidade
das substancias aos componentes vivos de um ecossistema.
Dessa forma, esses ensaios podem indicar uma resposta mais
precisa da toxicidade dos contaminantes presentes nas amostras
para 0s organiSmos Vivos; 0 que apenas a andlise quimica de
cada composto, separadamente, ndo é capaz de avaliar.

Os procedimentos para execugao de ensaios ecotoxi-
col 6gicos com organismos aquéticos sdo bem estabel ecidos
e descritos em normas técnicas brasileiras da Associacao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), métodos de alguns
orgéos de fiscalizagdo ambiental, como a Fundagdo Estadual
de Engenharia do Meio Ambiente — RJ (FEEMA) e a
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental — SP
(CETESB), e métodos descritos no Manual de Testes para
Avaliacdo da Ecotoxicidade de Agentes Quimicos, organizado
pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) (Sisinno et al., 2004).

Entretanto, os ensaios para avaliagdo da ecotoxicidade
com organismos de solo ndo estéo bem estabel ecidos no Brasil
por ndo existirem ainda normas daABNT e pelo fato de os
métodos descritos no Manual do IBAMA estarem
desatualizados. Dessa forma, quando ha necessidade de
avaliag8o da contaminagdo de amostras de solos, normalmente
s80 utilizados métodos internaci onal mente reconhecidos como
os da | SO (International Organization for Sandardization),
OECD (Organization for Economic Co-operation and
Development) e EPA (Environmental Protection Agency — USA)
(Sisinno et al., 2004).

Esses métodos, entretanto, sdo desenvolvidos para
determinar a toxicidade de substancias adicionadas aum solo
artificial, afim de que vérios interferentes sejam eliminados.
O grande desafio na adaptacdo desses métodos para a
complementacdo da avaliagdo de areas contaminadas é a
substituicdo do substrato artificial pelas amostras de solos
trazidas dessas éreas, a avaliagéo dos possiveis interferentes
nos resultados, bem como a escolha dos organismos-teste para
amostras com determinadas caracteristicas.

O objetivo deste estudo foi redlizar ensaios de toxicidade
com minhocas em amostras naturais provenientes de areas
contaminadas por hidrocarbonetos, afim de que sua utilizagdo
sgja analisada como complementagdo no processo de avaliagdo
de &reas contaminadas.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de areas contaminadas por hidrocarbonetos
originadas de uma garagem de 6nibus (Amostra 1), um posto
de servicos e abastecimento (Amostra 2) e uma area com
derramamento de 6leo (Amostra 3) foram avaliadas utilizando-
se ensai 0s de comportamento com minhocas da espécie Eisenia
fetida (Savigny, 1826) (Oligochaeta, Lumbricidae), segundo
o draft da SO Avoidance test for testing the quality of soils
and the toxicity of chemicals (SO, 2002).

Os ensaios de | etalidade e reproducéo foram realizados
de acordo com as normas 1SO 11268-1 — Soil quality — Effects
of pollutants on earthworms (Eisenia fetida) — Part 1:
Determination of acute toxicity using artificial soil substrate
(ISO, 1993) eSO 11268-2 — Soil quality — Effects of pollutants
on earthworms (Eisenia fetida) — Part 2: Determination of
effects on reproduction (1SO, 1998).



Ensaio de Comportamento com Minhocas (Eisenia fetida) para Avaliaggo...

O solo controle foi preparado artificialmente, segundo a
1SO 11268-2, na propor¢éo de 70% de areialavada e peneirada,
20% de caulim em p6 e 10% de Sohagnum (briéfita) moido. Todos
o0s ensaios foram realizados em triplicata, sendo desenvolvidos
em condic¢Bes controladas de temperatura (20°C + 2°C),
luminosidade (400 lux a 800 lux) e fotoperiodo (12 h: 12 h).

O lote dos organismos utilizados foi avaliado por meio
de um ensaio com a substancia de referéncia Cloroacetamida,
indicada nas normas da I SO para 0 organismo-teste usado.
A CL(1)50 da Cloroacetamida deve estar entre 20 mg/kg e 80
mg/kg (1SO, 1993). As minhocas utilizadas foram individuos
adultos, com clitelo desenvolvido e peso entre 300 e 600 g.

O ensaio de comportamento, ainda pouco testado no
Brasil, pode ser aplicado como um método rapido para deter-
minar a biodisponibilidade de substancias quimicas ou de
contaminantes no solo para E. fetida, em que o comportamento
de fuga é usado como indicador (1SO, 2002).

O principio desse ensaio € a exposi¢ao das minhocas
simultaneamente &s amostras de solo néo contaminado (control€)
e contaminado. Ambas as amostras s&0 colocadas no mesmo
recipiente, em secOes distintas, separadas por meio de uma
divisoria, formando dois compartimentos. Apds a arrumagéo
das amostras em cada lado da divisoria, a mesma é retirada,
formando uma linha onde 10 organismos s&o colocados na
superficie. Ao final de 48 horas, o nimero de organismos é
determinado em cada sec&o do recipiente. A amostra é
considerada téxica (com afuncéo de habitat do solo limitada)
se forem encontrados mais de 80% do total de organismos
expostos na amostra do solo controle.

No inicio do ensaio de letalidade foram colocados 10
organismos adultos em cada recipiente com a amostra
contaminada. ApGs o 7° dia de exposi¢ao, 0s organismos mortos
foram retirados e os sobreviventes mantidos até o 14° dia,
quando, entdo, foram separados para que o porcentua de
mortalidade obtido fosse comparado com o controle.

No ensaio de reproducéo, os 10 organismos permane-
ceram nos recipientes até o 28° dia, quando foram retirados
para que apenas os casul os resultantes permanecessem até o
56° dia do ensaio. Apos esse periodo, os jovens foram contados
e comparados ao controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados preliminares para o ensaio de compor-
tamento mostraram que na Amostra 1, proveniente de uma
garagem de 6nibus, 96% dos organismos foram encontrados
Vivos ha se¢do que continha o solo controle, indicando que
esta amostra pode ser considerada téxica, apresentando sua
funcdo de habitat limitada.

AsAmostras 2 e 3 ndo foram consideradas toxicas pelo
ensaio de comportamento, uma vez que 33% e 63% dos
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organismos, respectivamente, foram encontrados na se¢éo onde
estava 0 solo controle. Dessa forma, procedeu-se aos ensaios
de letalidade e reproducdo apenas com a Amostra 1.

No ensaio de letalidade (toxicidade aguda), os 30
organismos expostos ao solo contaminado morreram, indicando
alta mortalidade (100%) quando comparada ao controle (0%
de morte).

Em relacdo ataxa de reproducdo, néo foram encontrados
casulos nem individuos jovens na amostra avaliada, enquanto
no controle foram encontrados 21 casulos e 30 organismos
jovens.

Uma vez que ndo houve necessidade de ajustes nas
caracteristicas daAmostra 1 para garantir a sobrevivéncia dos
organismos durante 0s ensai os (apenas a umidade foi gjustada
para aproximadamente 60%, conforme exigéncia das condi¢des
para 0s ensai0s), entende-se que os resultados obtidos estejam
expressando de forma bem realista 0 impacto negativo da
contaminagdo dessa &rea para um importante organismo do
solo, como é o caso da minhoca.

Os resultados preliminares mostram que o ensaio de
comportamento foi um indicador répido da toxicidade, uma
vez que tanto o ensaio de letalidade como o de reproducéo
mostraram, apos maior periodo de exposicao, a atatoxicidade
da amostra.

Dessaforma, entende-se que os ensaios realizados com E.
fetida — adaptados com o uso de solos de &reas contaminadas —
podem ser aplicados na complementacdo da avaliacdo de areas
contaminadas por hidrocarbonetos. De acordo com os resultados
de Hund-Rinke & Wiechering (2001), os ensaios de
comportamento com amostras de éreas contaminadas mostraram
significativamente maior sensibilidade do que os ensaios com
amostras contaminadas artificial mente.

Entretanto, deve-se ressaltar que variaveis relacionadas
acomposi¢do do solo a ser testado precisam ser sempre bem
avaiadas, se 0 objetivo dos ensaios for aavdiacdo datoxicidade
com amostras naturais, sem a necessidade de mistura com o
solo artificial.

Esses ensaios poder&o ser aplicados naavaliagdo de risco
ecolégico para verificar o grau de injUria aos organismos
representantes do ecossistema afetado e sua capacidade de
encontrar condicOes de se estabel ecer novamente em uma area
comprometida por contaminag&o quimica.

Além disso, esses ensaios também poder&o auxiliar na
avaliacio da capacidade de recuperagdo ecol dgica de uma érea,
apos processo de descontaminagédo. Atualmente, a efetiva
descontaminacéo de uma &rea é avaliada apenas por andlises
quimicas. Entretanto, ndo se pode afirmar que as concentragdes
remanescentes dos contaminantes ainda ndo sejam toxicas para
0s organismos do solo ou mesmo que o uso de substéncias
durante o processo de remediacdo da areando possa ter afetado
seu equilibrio ecoldgico.
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