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Os ensaios de ecotoxicidade crénica, em contraste aos de ecotoxicidade aguda,
sdo realizados com a finalidade de determinar efeitos na reprodugéo, crescimento
¢ comportamento de organismos, decorrentes de perturbagoes fisioldgicas € bio-
quimicas (Rida; Bouch¢, 1997). Embora os testes de toxicidade aguda sejam uteis
para identificar substincias quimicas toxicas, eles ndo avaliam os efeitos sobre
os principais eventos do ciclo de vida dos organismos-testes, durante os quais a
sensibilidade a compostos toxicos pode ser pronunciada (Hoffiman et al., 2003).

Da mesma forma que para os ensaios de ecotoxicidade aguda (ver capitulo 11),
ha normas internacionais que descrevem metodologias-padrio para estudar a
ecotoxicidade cronica de poluentes a organismos terrestres. Essas metodologias
padronizam os ensaios que avaliam o efeito sobre a reprodugio de oligoquetas
¢ estdo disponiveis para espécies consideradas modelo na ecotoxicologia ter-
restre. Entre elas destacam-se asnormas n® 222 e n® 11268-2 da Organization for
Economic Co-Operation and Development (OECD) (2004a) ¢ da International
Organization for Standardization (ISO) (1998), respectivamente, para as espé-
cies de minhocas Eisenia fetida ¢ E. andrei, ¢ 1SO 16387 (ISO, 2014), para
enquitreideos do género Enchytraeus. Existem ainda métodos recomendados
pela Environment Canada (EC) para ensaios com minhocas (Canada, 2004). O
principio dos ensaios para as distintas espécies € o0 mesmo, contudo, os proce-
dimentos seguem particularidades de acordo com as carateristicas biologicas
do organismo-teste, as quais serdo detalhadas adiante.

Apesar de se conhecer a sensibilidade ¢ importancia desse tipo de ensaio nas
avaliagOes do risco de toxicidade, estas metodologias t€ém sido pouco explo-
radas em paiscs das regides de clima tropical ¢ subtropical (Cardoso & Alves,
2012). Algumas adaptagdes aos métodos padronizados (OECD ¢ ISO) t€m
sido adotadas em termos de substrato ¢ temperatura (Rémbke et al., 2007;
Nunes; Espindola, 2012; Alves et al., 2013). Entretanto, a utilizagdo de espé-
cies nativas nesse ensaio ainda encontra entraves, pois a biologia ¢ adequabi-
lidade das espécies ainda ndo sdo suficientemente conhecidas. A inica espécie
de minhoca de ocorréncia local com biologia razoavelmente conhecida no
momento, P. corethrurus, apresenta um ciclo de vida de aproximadamente 12
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meses a 20 °C (ver segdo 4.4), periodo longo demais para o ensaio de repro-
dugdo dentro dos padrées recomendados em Solo Artificial Tropical (SAT)
(Buch et al., 2011). Contudo, sob temperaturas maiores, a reprodugdo ¢ mais
rapida, ¢ um aumento da temperatura para >22 °C ¢ do tempo do ensaio para
90 dias poderia viabilizar o ensaio com essa especie ¢ sua comparagdo com F.
andrei ou E. fetida (ver Buch et al., 2017).

A seguir, descrevemos o procedimento para condugdo do ensaio de ecotoxi-
cidade cronica (reprodugdo) para E. fefida e E. andrei seguindo, basicamente,
as normas 1SO 11268-2 (ISO, 2012) ¢ OECD 222 (OECD, 2004a) ¢, para
enquitreideos, Enchytraeus sp., as normas ISO 16387 (ISO, 2014) ¢ OECD
220 (OECD, 2004b). Ao longo do texto, foram incluidas observagdes sobre as
adaptacdes recomendadas para condigdes tropicais, como as do Brasil.

12.1 Principio do ensaio de reproducgéo

Organismos adultos sdo expostos a uma gama de concentragdes de uma subs-
tancia-teste, em um substrato (solo artificial, natural, ou ainda em amostras de
solo provenientes de arcas contaminadas) ¢ entéo sdo determinados os efeitos
na reprodugdo em termos de niamero de juvenis produzidos €, no caso de
minhocas, também no crescimento (biomassa corporal).

O percentual de sobrevivéncia dos adultos ¢ determinado 28 dias apds o
inicio do ensaio para minhocas ¢, apds 14 dias (ou 7 dias), para enquitreideos,
havendo exigéncias minimas de sobrevivéncia nos controles para a validagio
dos ensaios. Os efeitos sobre a reproducio sdo avaliados pela contagem do
numero de juvenis, normalmente, nascidos aos 56 dias (minhocas), € aos 28 ou
42 dias (enquitreideos), entretanto, estes periodos podem variar de acordo com
o ciclo de vida de cada espécie.

No caso de ensaios com uma substancia-teste da qual ainda ndo se conhece a
concentragdo capaz de provocar algum efeito negativo na reprodugio, reco-
menda-se a realizagdo do ensaio em duas etapas, uma preliminar ¢ outra defi-
nitiva. O objetivo do ensaio preliminar ¢ determinar a faixa de concentragdes
subletais que serdo utilizadas no teste definitivo. Neste segundo momento
serdo determinadas as concentragdes da substancia-teste que afetam apenas a
reproducéo do organismo.

12.2 Ensaio de reproducéo de minhocas

12.2.1 Organismo-teste

Assim como nos ensaios de letalidade (ver capitulo 11), minhocas adultas
(com clitelo aparente) das espécies E. andrei ¢ E. fetida, com peso individual
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entre 300 ¢ 600 mg, sdo utilizadas nos ensaios de reprodugio (ecotoxicidade
cronica). Os organismos devem ser obtidos a partir de uma criagdo padrio
(ver sec¢do 4.1.3) ¢ os demais cuidados ¢ procedimentos de preparagdo para
os ensaios sdo idénticos aos descritos no capitulo do ensaio de letalidade (ver
secdo 11.2).

Visando evitar uma alta variabilidade nas taxas de reprodugdo, decorrentes de
grandes diferencas na idade dos organismos utilizados nos ensaios de repro-
dugio, recomenda-se utilizar apenas adultos, com idade entre dois meses € um
ano de idade, provenientes de culturas sincronizadas, ou seja, aqueles em que
as minhocas tenham idade ¢ biomassa parecidas. Para tanto, deve-se iniciar as
culturas com casulos, como descrito na se¢io 4.1.3.

12.2.2 Recipientes-teste e equipamentos

Os equipamentos sdo os mesmos utilizados no ensaio de letalidade. Porém,
um equipamento para banho-maria é recomendado para facilitar a extragdo ¢
contagem dos juvenis aos 56 dias de ensaio (Figura 12.1).

12.2.3 Preparo do solo- ou substrato-teste

O preparo do contetdo dos recipientes ¢ a instalagdo dos ensaios de toxici-
dade cronica com minhocas sdo semelhantes aos descritos para a avaliagdo da
toxicidade aguda (ver seg¢do 11.2). Da mesma forma, devem ser seguidas as
recomendagoes de faixa ideal de pH do substrato-teste (ver se¢do 7.5), peso
¢ idade dos organismos, formas de aplicagdo das substincias a serem testadas
(ver capitulo 8), tipo de recipientes utilizados ¢ a manutengdo semanal dos
experimentos. Contudo, neste caso, recomenda-se que, antes de iniciar o expe-
rimento, seja misturada ao substrato-teste uma fonte de alimento.

12.2.4 Ensaio preliminar de reprodug¢éo de minhocas

A principal func¢io deste ensaio ¢ determinar as concentragdes subletais, que
possivelmente causam algum efeito prejudicial a reproducdo dos organismos.
Os procedimentos para realizagdo do mesmo estdo descritos na segdo 11.2.5
(minhocas).

12.2.5 Ensaio definitivo de reproducéo de minhocas

O procedimento de instalagdo do ensaio definitivo ¢ o mesmo descrito para
o ensaio de letalidade, na se¢do 11.2. Contudo, a manutengdo ¢ a forma de
avaliagdo sdo diferentes. No caso de ensaios com aplicagdo de substancias ao
substrato, devem ser avaliadas pelo menos cinco diferentes concentragdes da
substancia-teste, calculadas em relagdo ao peso de substrato seco (mg kg™), em
série geométrica (ver capitulo 10), além de um tratamento controle, no qual
o substrato sera tratado com o mesmo solvente utilizado para diluir as dife-
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Figura 12.1. A) Recipientes do ensaio de

toxicidade cronica em banho-maria para ex-
tragfio das minhocas juvenis geradas apods 56
dias; B) Detalhe da separagfio dos juvenis pro-
vindos da superficie dos recipientes com solo;
C) Contagem manual dos juvenis de E. andrei
gerados no ensaio de toxicidade cronica.
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rentes concentragdes da substancia-teste (normalmente agua), com pelo menos
4 repetigdes por tratamento.

No ensaio de reproducdo as minhocas devem ser alimentadas com 5 g de ali-
mento (5 g de esterco misturado com 5 mL de agua deionizada por recipiente)
por cada 500 g de solo, no inicio do ensaio, quando espécics padronizadas,
como E. andrei ¢ E. fetida forem utilizadas. No caso de ensaios com solos
naturais, caso os mesmos contenham < 2% de carbono organico, adiciona-se
a mesma quantidade de alimento. Para as demais espécies, observar habitos
alimentares das mesmas ¢ recomendagoes de suplementagio alimentar em lite-
ratura. Caso haja consumo do alimento, ¢le deve ser reposto na superficie do
solo aos sete dias do ensaio, mas se¢ ndo houver consumo do alimento, nio
¢ necessario realimentar as minhocas. Apos adicionar os organismos-teste,
os recipientes-testes devem ser pesados para o monitoramento ¢ reposigdo
semanal da umidade como descrito no ensaio preliminar.

Apds quatro semanas (28 dias) do inicio do ensaio, deve ser realizada a pri-
meira avaliagdo. Neste momento, os individuos adultos devem ser retirados
manualmente, observando-se alteragdoes morfoldgicas (como afilamento; falta
de pigmentacdo da porgdo posterior; estrangulamentos em diferentes regides
do corpo; fragmentacio ¢ perda de segmentos), comportamentais (letargia ou
lentiddo na resposta a estimulos mecanicos) ¢ o numero de sobreviventes em
cada recipiente-teste. Os sobreviventes devem ser pesados, individualmente,
em balanga analitica, para obter os valores da biomassa corporal. Apos a reti-
rada dos adultos, o solo, junto aos eventuais casulos ¢ juvenis, deve retornar
aos recipientes-testes, os quais devem ser mantidos por mais 28 dias sob as
mesmas condigdes do inicio do ensaio.

Apods 56 dias do inicio do ensaio faz-se a contagem do numero de juvenis
gerados para avaliar os efeitos causados pela substancia-teste na reproducio
dos organismos. Para isto, os recipientes-testes, sem as tampas, devem ser man-
tidos em banho-maria (Figura 12.1A) a temperaturas entre 55 °C ¢ 65 °C, por
um periodo de 20 a 30 minutos (ISO, 1998). Ha casos nos quais este periodo no
banho-maria ¢ insuficiente ¢, nestas situagdes, recomenda-se aguardar até uma
hora. Devido ao gradiente de calor produzido dentro do substrato, os juvenis
presentes sobem até a superficie ¢ podem ser facilmente extraidos. Na sequ-
éncia, os juvenis sdo separados manualmente ¢ contados (Figuras 12.1B ¢ C).

Como o ensaio de reprodugdo tem longa duragdo (8 semanas), ¢ imprescin-
divel que se mantenha a umidade dos substratos corrigida, assim como deve
ser realizada uma suplementagdo de alimento para que os organismos man-
tenham taxas suficientes de reprodugdo ¢ crescimento. Para tanto, imedia-
tamente apos a inser¢do dos substratos nos recipientes-testes, no momento
de instalagdo do ensaio, cada recipiente deve ser pesado ¢ o peso anotado.
Semanalmente, durante todo o periodo do ensaio, apds nova pesagem, devem
ser adicionadas quantidades de agua correspondentes as perdas em relagdo a
semana anterior. Estercos bovino ou equino (secos ¢ peneirados) sdo suge-
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ridos para suplementar a alimentacdo dos organismos, semanalmente, durante
o ensaio. Recomenda-se que sejam fornecidos 5 g de esterco (seco) umedecido
com 5 mL de agua para cada porgdo de 500 g (matéria seca) do substrato-teste,
se houver consumo, independentemente do solo-teste utilizado (natural ou arti-
ficial). A Environmental Canada ainda recomenda o uso de aveia em flocos
cozida para alimentagdo dos organismos (Canada, 2004).

Apds o final do ensaio de reproducdo definitivo, serd possivel determinar a
maior concentragdo da substancia-teste que, quando misturada ao solo, ndo
causa cfeito significativo na biomassa dos adultos ¢ no numero de juvenis
gerados, quando comparado ao controle (Concentragdo de Efeito Nio
Observado - CENO), ¢ a menor concentragdo que causa efeito significativo
(Concentragdo de Efeito Observado - CEO). Além disso, através do uso de
regressoes ndo lineares, € possivel estimar as concentragdes (Concentragio
Efetiva— CE) em que 50% ¢ 20% (CE50 ¢ CE20) da taxa reprodutiva sdo redu-
zidas. Detalhes sobre o calculo e a expressdo dos resultados estdo descritos na
secdo 12.4 e no capitulo 14.

12.2.6 Substancia de referéncia

Para confirmar ¢ monitorar a sensibilidade das minhocas como organismos
bioindicadores, ¢ necessario realizar um ensaio de toxicidade cronica com o
acido borico, substancia de referéncia para E. fefida e E. andrei (1SO, 2012).
Quando misturado ao substrato, efeitos significativos (o = 0,05) na reprodugio
deverdo ser observados em concentragdes entre 400 a 600 mg 1.a. (ingrediente
ativo - acido borico) por kg de substrato seco. Este ensaio deve ser conduzido
de acordo com o procedimento descrito na segdo 12.2.5. (Ensaio definitivo),
no minimo, uma vez ao ano.

No trabalho realizado por Niemeyer et al. (2018), E. andrei apresentou CES0
de 242 ¢ 281 mg kg™ de acido borico em SAT com 5% de matéria organica, em
ensaio de reprodugdo, com intervalo de confianga na faixade 172 a 343 mg kg™
considerando os dois casos. Esses trabalhos com SAT demonstram valores
menores do que com o solo artificial OCDE com 10% de matéria organica
para o efeito sobre a reprodugdo (ISO, 2012), CE50 de 433 mg kg! (Stantec,
2004) ¢ 484 mg kg! (Becker et al., 2011). Aparentemente os valores de CES0
com SAT sdo menores que em solo artificial OCDE, entretanto, sdo necessarios
mais estudos para se estabelecer a faixa de sensibilidade para ensaios com o
solo tropical.

O carbendazim, um fungicidade classificagio toxicologica: classe III (ANVISA
- Consulta Publica n° 113, de 19 de dezembro de 2007) (Anvisa, 2007), era a
substancia de referéncia utilizada anteriormente, porém o seu uso foi proibido
em diversos paises. Deste modo, optou-se por uma substancia que oferecesse
menor risco ¢ que fosse comercialmente disponivel.

Capitulo 12 - Ensaios de reprodugio (ecotoxicidade cronica) com oligoquetas
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12.2.7 Resumo dos requisitos e cronograma do ensaio
de reproducdao de minhocas

A Tabela 12.1 apresenta um resumo dos requisitos para o ensaio de toxicidade
cronica (reproducio) com FE. fetida ¢ E. andrei. O cronograma de execugdo do
ensaio ¢ descrito na Tabela 12.2.

Tabela 12.1. Resumo dos requisitos para o ensaio de toxicidade cronica com minhocas.

Requisitos Especificacao

Tipo de ensaio
Referéncias
Duragfio total
Organismo-teste
Alimentagfo
Substrato

Quantidade de solo por recipiente

Ambiente de ensaio

Numero recomendado de concentracSes
Numero minimo de repetigdes/tratamento
Numero de organismos por repetigdo
Efeito observado

Expressio dos resultados

Critérios de validade

Substincia de referéncia

Ecotoxicidade cronica; reprodugéo.

OECD 222 (OECD, 2004a), ISO 11268-2 (ISO, 2012).

56 dias.

Minhocas Eisenia fetida ou E. andrei (adultos, com peso individual entre 300 mg ¢ 600 mg).
5 g de esterco (seco) com 5 mL de dgua (semanalmente).

Solo artificial/natural ou de areas contaminadas.

500 g (material seco) — ISO/OECD.
Obs.: 750 g (ABNT, 2007) e 200 g para recipientes de 473 mL (ASTM, 2004).

Céamara ou sala climatizada, com temperatura ¢ fotoperiodo controlados (ver capitulo 9).
5 e um controle.

4

10

Alteragfo na biomassa ¢ no numero de juvenis gerados.

CENO, CEO, CE50/CE20 em 56 dias.
Além de: toxico ou ndo toxico

Tratamento controle com: producéio de no minimo 30 juvenis por réplica; mortalidade < 10% e
coeficiente de variagdo < 30%.

Acido bérico: CE50 = 400 mg a 600 mg H,BO, kg! de solo artifical OCDE (massa seca) (ISO,
2012); valores para SAT discutidos na se¢éio 12.2.6.
Carbendazim: em desuso.
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Tabela 12.2. Cronograma de execucgéo do ensaio de toxicidade cronica com minhocas Eisenia fetida e E. andrei.

Etapas Periodo Atividade a ser desenvolvida

- Sincronizagfo das culturas para obtengfio de organismos com idade e biomassa corporal

2 meses antes do inicio
semelhante.

3 dias antes do inicio - Preparo do substrato (ver capitulo 7 ¢ segfo 11.2.4).

Preparo do material
- Determinagéo do pH do substrato (ver segéo 7.5).

1-2 dias antes do inicio - Determinagdio da CRA (ver segfo 7.4).
- Selecdio de organismos para aclimatagfo (ver se¢des 11.2.1 e 11.2.2).

Seguir as recomendagdes descritas para o ensaio de letalidade (ver se¢éio 11.2):

- Preparacéo da solugéo estoque.

- Aplicagfio da substancia-teste ¢ homogeneizag@o do solo com solugéio/suspenséo.
Montagem do ensaio  Dia 1 - Pesagem do substrato-teste nos recipientes-teste.

- Adigfo de alimento no substrato-teste.

- Introdugio dos organismos.

- Determinagéo do pH e pesagem dos recipientes (contendo o solo € os organismos).

Dia 7 - Verificagfio do alimento ¢ umidade (diferenga de peso do dia 1).
Dia 14 - Verificagfio do alimento ¢ umidade (diferenga de peso do dia 7).
Dia 21 - Verificagfio do alimento e umidade (diferenga de peso do dia 14).

- Determinagéo da mortalidade, remogfo e pesagem dos adultos (ver secfo 11.2.8).
- Observagéio de alteragdes morfologicas e no comportamento das minhocas.
- Determinagéo do pH (ver se¢éo 7.5).

Mon.ltOEamento ¢ Dia 28 - Verificagfio do alimento e umidade (diferenga de peso do dia 21).
avaliagdes . . . ; .
. . - Dispor apropriadamente das minhocas, de acordo com os requerimentos legais (ver

(Ensaios preliminar e capitulo 16)
definitivo) p ;

Dia 35 - Verificagfio do alimento e umidade (diferenga de peso do dia 28).

Dia 42 - Verificagfio do alimento e umidade (diferenga de peso do dia 35).

- Extrair juvenis do solo-teste e realizar contagem manual (ver se¢éio 12.2.5).
Dia 56 - Determinagéo do pH (ver se¢éo 7.5).

- Dispor apropriadamente das minhocas e solos, de acordo com os requerimentos legais
(ver capitulo 16).

12.2.8 Validacdo do ensaio

Para que o ensaio de reprodugdo com FE. fetida ¢ E. andrei seja considerado
valido, as normas OECD no 222 (OECD, 2004a) ¢ ISO 11268-2 (ISO, 1998)
recomendam que trés critérios sejam preenchidos. Esses critérios se aplicam
aos dados de reproducdo nos controles:

1. Em cada réplica deve haver, no minimo, 30 individuos no final do teste.
2. O coeficiente de varia¢do deve ficar inferior a 30%.

3. A mortalidade de minhocas adultas, aos 28 dias, deve ser < 10%.
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12.3 Ensaio de reproducdo de Enchytraeus sp.

12.3.1 Organismo-teste (ver se¢éo 11.3.1)

12.3.2 Recipientes-teste e equipamentos (ver secdo
11.3.2)

12.3.3 Ensaio preliminar de reproducéo de
Enchytraeus sp.

O teste preliminar ao ensaio de reprodugdo € idéntico ao preliminar de letali-
dade (se¢do 11.3), porém, como o objetivo neste ensaio € encontrar a faixa de
concentragdes subletais, mais atengdo deve ser dada a presenga ¢ auséncia de
juvenis nas concentragdes testadas, ao final do ensaio preliminar. Esses dados
auxiliario na determinagdo das concentragdes a serem usadas no ensaio defini-
tivo de toxicidade cronica.

12.3.4 Ensaio definitivo de reproducéo de
Enchytraeus sp.

O ensaio definitivo deve seguir um dos esquemas experimentais descritos no
capitulo 10. O ensaio de reprodugdo com enquitreideos € normalmente con-
duzido incluindo-se também, uma avalia¢do do efeito letal das concentragGes
testadas apos a metade do tempo de duragdo do ensaio, como descrito na
secdo 11.3.5. A duragdo total do ensaio de reprodugdo € de seis semanas (42
dias) para E. albidus ¢ quatro semanas (28 dias) para F. crypticus. Os adultos
sdo alimentados uma vez por semana com aproximadamente 50 mg de aveia
moida ¢ autoclavada, no inicio do ensaio ¢, posteriormente, com aproximada-
mente 25 mg por recipiente-teste. Para avaliacdo da letalidade, apos 14 dias,
espalha-se o substrato-teste sobre um recipiente raso (bandeja pequena, placa
de Petri de 15 cm de diametro ou pedago de folha de papel aluminio etc.) e
examina-se, cuidadosamente, com o auxilio de uma pinga (ou gancho, alga,
ou um pincel fino) para contar, quantos dos 10 adultos expostos inicialmente
sobreviveram em cada recipiente-teste. Os adultos sdo retirados € o mesmo
substrato-teste, juntamente com os casulos depositados, sdo reincubados sob
as mesmas condigdes até completar o tempo de exposigdo necessario (trés
semanas adicionais para F. albidus ¢ duas, para F. crypticus) para o ensaio de
reprodugdo. A remocdo dos adultos deve ser rapida para evitar o ressecamento
do substrato ¢ dos juvenis ja eclodidos. A adi¢do de alimento deve continuar
por mais uma semana.

O ensaio de reprodugdo com F. crypticus pode ser conduzido por quatro
semanas ininterruptas (28 dias) sem a remogdo dos adultos apos 14 dias
(Chelinho et al., 2011). Nesse caso, a avaliagdo de mortalidade nido ¢ feita pois,
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ao final da quarta semana, ndo ¢ possivel diferenciar com precisdo os adultos
parentais dos seus descendentes. Ressalta-se, ainda, que em temperaturas mais
altas, condizentes com o clima subtropical ¢ tropical (> 20 °C), o ciclo de
vida dos enquitreideos sera provavelmente mais rapido e, portanto, o nimero
de juvenis produzidos durante o periodo do ensaio de 28 dias serd maior, o
que podera tornar o processo de contagem muito mais laborioso. A redugio
da duracdo do ensaio de reprodugido em temperaturas mais altas pode ajudar
desde que os critérios de validade do teste (ver segdo 12.3.8) sejam atendidos.
Castro-Ferreira et al. (2012) demonstraram que o tempo de exposig¢do pode
ser reduzido para 21 dias para E. crypticus, devido ao curto ciclo de vida da
espécie, ¢ Oliveira-Filho et al. (2018) constataram a viabilidade de se utilizar
apenas 21 dias para esta espécie com SAT. Ensaios de reprodugdo com outra
espécie de Enchytraeus coletada no Parana também foram realizados com trés
semanas, alcancando os critérios de valida¢do recomendados (Assis, 2015;
Oliveira-Filho et al., 2017).

12.3.5 Método de fixacao, coloracg@io e contagem de
Enchytraeus sp.

Os enquitreideos juvenis sdo muito pequenos € ndo tem pigmentagio conspicua,
sendo dificeis de serem visualizados mesmo quando fixados. Porém, métodos
de coloragdo facilitam bastante a sua visualizagdo. Os juvenis sdo fixados adi-
cionando-se etanol ao recipiente teste até cobrir o substrato ¢ algumas gotas
do corante vermelho (ou rosa) de Bengala (solugdo 1% em etanol) ou eosina
(2%), o suficiente para que o etanol fique rosado. Apds 12 horas, os enqui-
treideos estardo coloridos ¢ poderdo ser facilmente visualizados. Para con-
tagem, espalha-se o conteudo do recipiente-teste sobre uma bandeja ou placa
de Petri, remove-se o excesso de etanol e contam-se os enquitreideos sob um
microscopio estereoscopio (Figura 12.2). Os recipientes com solo ¢ etanol,
devidamente tampados, podem ser preservados em geladeira ou local fresco
por varias semanas até que se faga a contagem. Esses ¢ outros métodos para
contagem de juvenis estdo descritos nanorma NBR ISO 16387 (ABNT, 2012).
Apds a contagem, o descarte de material deve ser feito conforme o capitulo 16.

12.3.6 Substancia de referéncia

Assim como visto para as minhocas, para verificar s a resposta do organismo
teste tem se mantido ao longo do tempo ¢ se as condigdes do laboratdrio estdo
adequadas, a norma NBR ISO 16387 (ABNT, 2012) recomenda que a CENO
¢/ou CEx de uma substancia referéncia seja determinada periodicamente (duas
vezes ao ano) ou em paralelo com a avaliagio de toxicidade de outra substancia.
Neste caso, o fungicida carbendazim costumava ser utilizado como substancia
de referéncia (controle positivo), pois afeta a reprodugdo dos enquitreideos. A
CES50 (reproducdo-42 dias) de E. albidus ¢ de 1,2 + 0,8 mg carbendazim kg
de peso de solo OCDE seco, em teste com temperatura de 20 °C (Rémbke;
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Figura 12.2. Enquitreideos juvenis e adul-

tos fixados em etanol e corados com Rosa de

Bengala.
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Moser, 1999), enquanto a de L. crypticus, nessas mesmas condigdes, € de 44
+ 5 mg kg (Kuperman et al., 2006). O teste deve ser conduzido com duas
ou trés concentragdes proximas a CES0, com oito repeti¢des cada, bem como
0 mesmo nimero para o controle (sem a substancia). O numero esperado de
juvenis nessas concentracdes deve ser de aproximadamente 50% = 20%.

Na versdo atualizada da norma ISO 16387 de 2014 (ISO, 2014), o acido bérico
passou a ser a substancia referéncia recomendada, devido a proibi¢do do uso
do carbendazim. De acordo com essa nova recomendagdo, o efeito do acido
boérico a concentragdes entre 400 mg ¢ 600 mg por quilograma da massa de
matéria seca do substrato sobre a reprodugido podera ser testado para com-
provar a sensibilidade (o = 0.05). Um trabalho mais recente apresentou CES0
para E. crypticus de 165 mg kg de acido borico em SAT com 5% de matéria
organica, para o e¢feito sobre a reprodugdo por 28 dias (Niemeyer et al., 2018).
Em outro trabalho, E. crypticus ¢ uma espécie coletada no estado do Parana
¢ criada em laboratorio, Enchytraeus sp. (Schmelz & Niva, espécie nova ndo
publicada) apresentaram CE50 de 67 mg kg ¢ CE50 de 57 mg kg de acido
bérico em SAT com 5% de matéria organica, respectivamente, em ensaio de
reprodugdo realizado por 21 dias (Assis, 2015; Morais et al., 2016). Esses tra-
balhos com SAT demonstram valores bem menores do que com o solo artificial
OCDE com 10% de matéria organica para o efeito sobre a reproducdo. Mais
estudos sdo necessarios para o estabelecimento da faixa de sensibilidade dos
enquitreideos ao acido borico, porém deve-se atentar a uma possivel maior
sensibilidade, quando em SAT.

12.3.7 Resumo dos requisitos e cronograma do ensaio
de reproducdo de Enchytraeus sp.

Os requisitos ¢ condigdes recomendados para a condugdo do ensaio de repro-
dugdo estdo descritos na Tabela 12.3. O resumo do cronograma para condugio
do ensaio de reprodugfo esta descrito na Tabela 12.4 para K. crypticus e FE.
albidus, que sdo as espécies mais utilizadas, mas pode ser utilizado para qual-
quer outra espécie de enquitreideo que apresente ciclo de vida semelhante.
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Tabela 12.3. Resumo dos requisitos para o ensaio de toxicidade cronica com enquitreideos.

Requisitos Condi¢ao

Tipo de ensaio Ecotoxicidade cronica; reprodugéo.

Referéncias NBR/ISO 16387 (ABNT, 2012); OECD 220 (OECD, 2004b); ISO 16387 (ISO, 2014).

Duragfio 42 dias (ha casos de 21 dias para espécies de ciclo curto).

Organismo-teste Enquitreideos adultos com clitelo (espécies do género Enchytraeus).

Alimentagfo Aveia em flocos moida autoclavada (50 mg ou menos, dependendo da espécie) (ver segéo
11.3.3).

Substrato Solo artificial/ natural ou de areas contaminadas

Quantidade de solo por recipiente 20 g (material seco) desde que preencha 2 em de profundidade.

Ambiente de ensaio Céamara ou sala climatizada, com temperatura ¢ fotoperiodo controlados (ver capitulo 9).

Numero recomendado de concentragdes 5 e um controle, para enfoque na CENO, ou 12 e um controle, para enfoque na CE (ver
capitulo 10).

Numero minimo de repetigdes/tratamento 4

Numero inicial de organismos por repetigéo 10

Temperatura 18 °C a 22 °C.
Obs.: Outras temperaturas tém sido sugeridas para condi¢des tropicais (ver capitulo 9).

Fotoperiodo 16 horas luz: 8 horas escuro (ABNT, 2012)

Intensidade de luz 400 a 800 lux.

Efeito observado Alteragdo no niimero de juvenis em relagdo ao controle

Expressdo dos resultados CES50 em 42 dias para E. albidus; 28 dias para espécies de Enchytraeus de ciclo de vida

mais curto (21 dias em alguns casos; ver secdo 12.3.4).
Além de: toxico ou ndo toxico.

Critérios de validade Coeficiente de variagdo < 50%.

Substancia de referéncia Acido borico: 400 a 600 H,BO, kg de solo artificial OCDE (massa seca); valores para SAT
discutidos na se¢do 12.3.6.
Carbendazim: em desuso.

Capitulo 12 - Ensaios de reprodugfo (ecotoxicidade cronica) com oligoquetas =193«



Tabela 12.3. Resumo do cronograma de execugéio do ensaio de reprodugéio com E. crypticus ¢ E. albidus.

Etapas Periodo Enchytraeus crypticus Enchytraeus albidus
. - Preparagéo do substrato (ver capitulo 7 e secéo - Preparacéio do substrato (ver capitulo 7 e segéo
Dia 1l
11.3.3). 11.3.3).
Dia 3 - Determinagéo do pH do substrato (ver se¢éio 7.5). - Determinag@o do pH do substrato (ver se¢dio 7.5).
) - Determinacfio da CRA (ver se¢fo 7.4). - Determinag@io da CRA (ver se¢dio 7.4).
Preparo do material - - - -
. - Seleg@io de organismos para aclimatagéo (ver - Selegdo de organismos para aclimatagfio (ver
Dia 4-6 - -
segdo 11.3.1). segdo 11.3.1).
Dia 7 - Pré-umedecimento do substrato e separago em - Pré-umedecimento do substrato e separagfio em
lotes (ver segfo 11.3.3). lotes (ver segfio 11.3.3).
- Preparacéo da solugéo estoque. - Preparacéio da solucgéo estoque.
- Aplicagfio da substancia-teste (ver captiulo 8 ¢ - Aplicagfio da substincia-teste (ver captiulo 8 ¢
segdo 11.3.4). segdo 11.3.4).
Montagem do ensaio Dia 8 - Pes.agem do .substrato-teste nos recipientes-teste. - Pes.agem do .substrato-teste nos recipientes-teste.
- Adigfo de alimento no substrato-teste. - Adigio de alimento no substrato-teste.
- Introdugfio dos organismos (ver se¢des 11.3.1 ¢ - Introdug@io dos organismos (ver segdes 11.3.1 ¢
11.3.3). 11.3.3).
- Determinagéo do pH (ver secfio 7.5) e pesagem. - Determinag@o do pH (ver segéio 7.5) e pesagem.
Dia 15 - Verificagio da umidade e alimento. - Verificagdo da umidade e alimento.
- Determinacfo da mortalidade, remogéo dos - Verificagdo da umidade e alimento.
adultos e observagfio do comportamento (etapa - Ensaio preliminar se encerra aqui com:
facultativa do ensaio definitivo). + Estimativa do nimero de juvenis.
- Verificagio de umidade e alimento. » Fixaglo e coloragéo dos juvenis (ver segfo
Dia22 - Ensaio preliminar se encerra aqui com: 12.3.5).
+ Estimativa do nimero de juvenis. * Determinagfo do pH (ver seg¢éio 7.5) ¢ umidade.
+ Fixaco e coloragéo dos juvenis (ver seglo
. limi 12.3.5).
Sl(llseegzistipvr g _1m1nar * Determinago do pH (ver se¢dio 7.5) e umidade.
Monitoramento e - Verificagdio de umidade e alimento. - Determinagéo da mortalidade, remogéo dos
avaliagdes Dia 29 adultos e observagdo do comportamento.

- Verificar umidade e alimento.

- Fixagio e coloragdo dos juvenis (ver sego - Verificagdo da umidade.
Dia 36 12.3.5).
- Determinagéo do pH (ver se¢fo 7.5) ¢ umidade.

Dia 43 - Verificagdo da umidade e alimento.

- Fixagio e coloracgéio dos juvenis (ver segfo
Dia 44 12.3.5).
- Determinagéo do pH (ver se¢éio 7.5) e umidade.

12.3.8 Validagdo do ensaio de reproducgdo
Enchytraeus sp.

Para que o ensaio de reprodugdo com enquitreideos seja considerado valido,
as normas NBR ISO 16387 (ABNT, 2012) ¢ OECD 220 (OECD, 2004b) reco-
mendam que tré€s critérios sejam preenchidos. Esses critérios se aplicam aos
dados de sobrevivéncia e reprodugdo nos controles:

1. A mortalidade dos adultos parentais (dez em cada recipiente-teste) ndo deve
exceder 20% em média ao final do teste definitivo.

2. O numero de juvenis ao final do teste definitivo em cada recipiente-controle
deve ser maior que 25 (E. albidus — 42 dias) ou 50 (E. crypticus ¢ outros
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Enchytraeus de tamanho menor - 28 dias); o niimero minimo poderia ser
modificado para > 100, conforme dados mais recentes discutidos a seguir.

3. O coeficiente de variagdo calculado para os dados de reprodugdo (numero
de juvenis) ao final do teste deve ser menor que 50% no ensaio definitivo.

O critério para o numero de juvenis recomendados pelas normas NBR 1SO
16387 (ABNT, 2012) e OECD 220 (OECD, 2004b) ¢ bastante baixo em relagio
aquantidade de juvenis produzidos em determinadas condigdes. Achazi (1997)
relata o nimero de 104 juvenis produzidos por adulto em 28 dias em solo
natural padrio LUFA 2.2 a 20 °C, enquanto Kuperman et al. (2006), relataram
480 juvenis por 10 adultos em solo artificial OECD. Kuperman et al. (2006),
apos compararem o efeito de varios tipos de solos americanos sobre a repro-
ducio de E. crypticus, propdem que, para essa espécie, o critério de mortali-
dade aceitavel seja mantido em 20%, mas que o nimero minimo de juvenis
por recipiente-controle seja modificado para 100 em 28 dias e o coeficiente
de variagdo seja de no maximo 30%. Chelinho et al. (2011) também verifi-
caram taxas reprodutivas bastante altas para E. crypficus em varios tipos de
solo mediterraneos (382-1.200 juvenis por recipiente a 20 °C em 28 dias) que
também justificam um valor maior para o critério de numero de juvenis para
essa espécie. Castro- Ferreira et al. (2012) relataram mais de 700 juvenis apos
21 dias em solo natural LUFA. A experiéncia dos autores desse capitulo mos-
trou que E. crypticus em SAT a 22 °C ou 25 °C apresenta taxa reprodutiva de
mais de 1.000 juvenis por recipiente apés 28 dias de incubagdo (Comunicagéo
fornecida por Cintia Niva e Julia Niemeyer em julho de 2013) e 400-700
Juvenis apds 21 dias a 22 °C ou 25 °C com FE. crypticus ou outra especie de
Enchytraeus em SAT (Assis, 2015; de Menezes Oliveira et al., 2018; Oliveira-
Filho et al., 2018; Niemeyer et al., 2018).

12.4 Cdlculo e expressdo dos resultados do ensaio
de reproducdo

Nos ensaios de reproducdo com minhocas ¢ enquitreideos, a percentagem de
mortalidade, redugdo/aumento de biomassa corporal (apenas para minhocas) ¢
o numero de juvenis produzidos no ensaio definitivo devem ser calculados ¢
comparados por métodos estatisticos adequados (ver capitulos 10 ¢ 14).

A maior concentragdo da substancia testada que ndo causou alteragdes signifi-
cativas na biomassa ¢ na reproducio (CENQ) e a menor que causou alteragdes
(CEOQO) devem ser expressas em miligramas da substancia por quilograma de
solo seco (mg kg ). A CENO ¢ CEO sio identificadas por analises de variancia
(ANOVA) ¢ testes de comparagdes multiplas (ver capitulo 14).

O valor de CEx do ensaio de reprodugéo, onde x pode ser a percentagem de
10, 20 ou 50, € a concentragdo estimada que causa efeito no numero de juvenis
produzidos em relagdo ao controle. Por exemplo, CE50 ¢ a concentragdo que
causa 50% de redugdo no nimero de juvenis produzidos em relagdo ao con-
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trole. A concentragdo estimada € calculada através de uma analise de regresséo
ndo linear, com as médias obtidas de nimero de juvenis de cada tratamento. O
CEx ¢ obtido a partir do valor correspondente a X% da média do controle na
equagdo da analise de regressdo.
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