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RESUMO

Os farmacos veterinérios utilizados para aumentar a produtividade agropecuaria podem
atingir o solo, via excrecao animal, e causar impactos sobre os ecossistemas aquaticos
e terrestres. Nesse trabalho, implantou-se o recente ensaio padronizado pela ABNT de
comportamento de fuga com minhocas Eisenia andrei (representantes da macrofauna
terrestre) para avaliar o efeito subletal do antimicrobiano sulfadiazina (farmaco sintético
da classe das sulfonamidas), utilizada de forma extensiva na producdo animal. Dessa
forma, desenvolveu-se metodologia alternativa de cultivo dessa espécie de minhoca
conhecida como vermelha-da-califérnia a partir de restos vegetais domésticos, visando
a obtencdo de organismos vidveis para os testes. Validou-se o0 ensaio com uma
substancia de referéncia, obtendo-se uma CE50-48h de 819 mg H3BOS3 kg-1 (intervalo
a 95%: 628 a 1066 mg kg-1), caracterizando-o como uma ferramenta padronizada para
avaliacao ecotoxicoldgica rapida de solos contaminados. Também foram executados
ensaios com a substancia-teste sulfadiazina em solo artificial tropical, obtendo-se
baixas respostas de fuga (maxima: 30%), afastando-se da curva concentracao-resposta
linear, mas permitindo uma discussao acerca dos efeitos assimétricos dos xenobio6ticos

no ambiente.

Palavras chave: ecotoxicologia, sulfonamida, minhoca, solo, antimicrobianos.
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ABSTRACT

Veterinary pharmaceuticals used to increase agricultural productivity can reach soil via
animal excretions, and cause impacts on aquatic and terrestrial ecosystems. In this
work, the recent standardized ABNT avoidance behavior test was implanted using
earthworms Eisenia andrei (terrestrial macrofauna representatives) to assess the
sublethal effects of antimicrobial sulfadiazine (a sulfonamide synthetic drug), extensively
used in animal production. It was developed an alternative cultivation method of this red
worms species made of household vegetable wastes, in order to obtain viable
organisms for testing. The escape essay was validated with reference substance,
resulting in EC50-48h of 819 mg H3BO3 kg-1 (95% confidence interval:
628-1066 mg kg-1), characterizing it as a standardized tool for rapid ecotoxicological
screening of contaminated soil. Some essays were performed with the test-substance
sulfadiazine in tropical artificial soil, resulting in low response avoidance (maximum 30
%), away from the linear concentration-response curve, but allowing a discussion on the

xenobiotics asymmetric effects over the environment.

Keywords: ecotoxicology, sulfonamide, earthworm, soil, antimicrobials.

vii



SUMARIO

1 ST 51 U] 07V TR 1
2 OBUETIVOS. ...ttt et ettt e e s b e eanae e s 3
2.1 (@] o =T 11 o TN C 1T - USSR 3
2.2 ODbjetivos SPECITICOS. ....oi e e 3
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA........cooeeeeieeeeeeeeeeeeeveeeeeeeee e s enesesene e snsnnennes 4
3.1 (@]UF=11To F=To [=3e [0 K=o ] o TP 4
3.2 A abordagem ecotoxicoldgica terrestre. ..o 5
3.2.1 Os sistemas de ensaios €M SOI0.......ceiiuuiiiieii i 7
3.2.1.1 Ensaios comportamentais e de fuga...........cccooiiiiiiiin 12
3.3 A detecc@o quimica €M MINNOCAS. .....cccoiiiuiiiiiee i 17
3.4 Antimicrobianos sulfonamida...............ceeiiii e 18
3.4.1 10 ) =0 [F= V4] o 1= VTSP PT PSSP 20
3.4.2 Antimicrobianos N0 ambieNnte........cccoeiiieiii e 22

3.5 EiS@NIA ANAIGI ... e aanees 26
4 MATERIAL E METODOS........oeieeeeeeeeeeeeeeeee et e nes e 29
4.1 OrganiSMO-TESTE. ...ceiie e e 29
4.2 SUbStrato de CUIVO. ... .uueiieiiieiii e e 30
4.3 Solo-teste e analises fisicas € QUIMICAS. .....ceuviiiiiiiiiiiiii e 31

4.4 SUDSTANCIA-TESTO. ... e 33
4.5 ENSQI0 08 fUQ@. .. euueiieiiiiiiiie ettt 33
4.6 ANAIISE A0S AAUOS. ....eeiiieeeeee i e ee et ee e e e e e e e e e er s e e e e e e e e e e e e s s e ea e e e nnnannnes 36
5 RESULTADOS E DISCUSSAO. ..ot en et snen s 38
5.1 Estabelecimento do cultivo dos organisSmos..........ccocueeeeeeiinniiiiieee e 38
5.2 Caracterizagéo fisica e quimica do Solo-teste.........oooiiiiiiiiiiiiiiiie e, 43
5.3 Validagao do ensaio de fUQa........oooummiiiiiiiiiieiie e e 44
5.4 Efeito de sulfadiazina sobre o comportamento de fuga..........cccccceeeeiiiiiieeenn. 47
6 (610 N[0TI U STV TR 56

REFERENCIAS........ooieeieiieiee ettt s ettt 57

APENDICE A.....o.ooeoieeeeee ettt sttt s 68

APENDICE Bh....o.ooviiiieteieteiie ettt st s 71



DEDICATORIA

Ao meu sobrinho mais novo, Guilherme Ikki Candello Kozonoe, que com seus apenas

s

trés anos de vida, demonstra caracteristicas de um futuro cientista: € meticuloso e

curioso.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. José Roberto Guimaraes (Tuca) pela oportunidade de trabalharmos juntos
nesse projeto; pela autonomia e confianga a mim conferidas; pela leitura atenta,

correcdes e discussdes que permitiram elevar o nivel desse trabalho.

Ao Prof. Dr. Edson Aparecido Abdul Nour, na pessoa de coordenador do Labsan e
chefe do Departamento de Saneamento e Ambiente (DSA/FEC), por permitir a
realizacdo dessa jornada concomitante de servigo publico e Mestrado e por ndao medir
esforgos para torna-lo executavel, ajudando em todos os possiveis entraves de espago

e material.

Aos professores da banca examinadora de qualificacao e defesa, que vieram com muita
boa vontade e disposigdo em contribuir: Profa. Dra. Anne Heléne Fostier, Prof. Dr.
Pedro Sérgio Fadini, Prof. Dr. Adriano Luiz Tonetti.

A Dra. Milena Guedes Maniero, pela disponibilidade para as dividas, por ter ajudado
muito na obtencao da substancia sulfadiazina, pelas valiosas dicas na apresentacao da

qualificagcédo e defesa.

A Dra. Angela dos Santos Barretto, por me estimular o gosto pelo cultivo dos
organismos, pelo amplo compartihamento de conhecimentos em microbiologia e

ecotoxicologia. Pela ajuda com material para a formagéo do substrato das minhocas.

A Rede Brasileira de Ecotoxicologia Terrestre, de cuja fundagéo tive o privilégio de fazer
parte durante o Congresso Ecotox 2012, em especial a Dra. Maria Edna Tenorio Nunes,
pela ajuda nas duvidas por e-mail e pela excelente tese e subsequente artigo, que

muito auxiliaram no delineamento dessa dissertacao.

Aos colegas de trabalho (que atualmente estdo se dedicando a outros desafios) Ligia
Maria Domingues e Enelton Fagnani, pelos ensinamentos das teorias e praticas no
Labsan, que muito contribuiram para o meu crescimento profissional; pela divisdo das
tarefas.



Ao doutorando Mario Foco, pelo auxilio na confeccao de figuras do trabalho, pelas

proveitosas discussdes sobre redacao cientifica durante o almoco.

Aos colegas do grupo de pesquisa em farmacos veterinarios, e aos que contribuiram na
minha decisdo de iniciar a p6s-graduacao: Caio, lzabela, Sandra, Luciana Urbano;

pelas conversas cientificas.

Aos alunos do Labsan que me ajudaram indiretamente nessa pesquisa, especialmente
as tecndlogas em saneamento Lidiane, Dayane e Luciana Vechi.

Ao pesquisador Osmar Hamilton Becere, do Laboratério de Materiais de Construgao
Civil do IPT, pela gentileza na doagéo dos sacos de areia normal brasileira no. 100.

Ao meu irmao Murillo e minha cunhada Giselle, pela disponibilidade e gentileza em
retirar no IPT os sacos de 25 kg de areia (usados no solo artificial) e transporta-los de
Séo Paulo a Indaiatuba.

Ao motorista Saul, funcionario da FEC, pelo profissionalismo e gentileza em me
conduzir a Sdo Paulo, quando da aquisicao do fardo de mais de 100 litros de substrato
de fibra de coco (usado no solo artificial).

Aos desenvolvedores dos programas Dropbox® e Mendeley®. Esses softwares
auxiliaram na organizagdo dos meus arquivos e no gerenciamento das referéncias
utilizadas nesse trabalho. Ficou mais facil fazer pesquisa assim.

No ambito pessoal, agradeco a minha companheira de jornada Fabiane Mondini, pelo
carinho, apoio e amor. Aos meus pais Carlos Alberto e Maria Auxiliadora, e aos meus
irmaos Murillo, Patricia e Andréa, pelas reunides em familia que sempre ajudam a

aliviar a tensao e a reafirmar os valores que realmente importam na vida.

Aos meus grandes amigos e familiares, dos quais me ausentei ou tive pouco contato

durante essa etapa, pela compreensao e apoio.

A Deus, por me conceder saude e disposi¢do para a execugao deste trabalho.

xi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Principais organismos utilizados em ecotoxicologia terrestre..............ccce..... 10
Figura 2. Gradiente de condicoes ambientais............coooueieiiiiiiiiiiiceeee e 13
Figura 3. Formula estrutural de uma sulfonamida padrao..........ccccceeeeiiieeiniiieeiiiieees 19
Figura 4. Formula estrutural da sulfadiazing..........cccocceeeiiiiiiiiiiiee e 20
Figura 5. Diferenga no padrao de coloragdo entre E. fetida e E. andrei......................... 27
Figura 6. Minhocario em caixas: local de cultivo dos organismos. ..........ccccccceevicvvneene. 30

Figura 7. Caixas sobrepostas para preparo do substrato de cultivo...........cccceeeeinneenn. 31

Figura 8. Material para preparo do solo artificial tropical (SAT).......ccooiiiiiiiiiiiiiiiieeens 33
Figura 9. Representacdes do recipiente-teste no ensaio de fuga.........ccccceeeeeiiiiieennnns 35
Figura 10. Esquema do ensaio de fuga, representando um recipiente-teste................. 36
Figura 11. Sequéncia de preparo do SUDSLIrato. .........ccceeriiiieiiniiiie e 38

Figura 12. Substrato alternativo pronto, com detalhe para os casulos de E. andrei......41

Figura 13. Ensaio de controle dual: porcentagem de organismos...........ccccceeeeeeereeennn. 44
Figura 14. Ensaio de sensibilidade com a substancia de referéncia..............cccccceunneee. 45
Figura 15. Ensaio com sulfadiazina: porcentagem de resposta de fuga...........ccccc........ 48
Figura 16.a) Esquema da ionizagao da sulfadiazina em equilibrio ..........c.ccccoveeeeeen. 53
Figura 16.b) Especiagcado da sulfadiazina em relagao ao pH do meio.........cccccceeveeeeenn. 53

xii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Ensaios de toxicidade padronizados que empregam minhocas como
(oL =TT E=] 0 L0 T (=TS (= 11

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas da sulfadiazina.............c.cccoeoviiiieiiicniiienneens 22

Tabela 3. Toxicidade do antimicrobiano sulfadiazina a espécies terrestres e

=T U= LT 07= 1P PRPPPRRRR 25

Tabela 4. Dados quimicos e fisicos do solo artificial tropical (SAT) preparado para uso
NOS ENSAIOS A TUGA. . eeeieeiiiiiiii it e e e e e e e e e e e eeeee s 43

xiii



ABNT
ASTM
CAS
CENO
CE
CEO
CETESB
Cl

CL
CMRA
CONAMA
DIN
EMEA
EPA
IPT
ISO
LMR
MM
OECD
PABA
PV
SAT
SDZ
SINDAN
VICH

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Associagao Brasileira de Normas Técnicas

American Society for Testing and Materials

Chemical Abstracts Service

Maior Concentracao de Efeito Nao Observado
Concentracao Efetiva

Menor Concentragéo de Efeito Observado

Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo
Concentracao de Inibicdo

Concentracao Letal

Capacidade Maxima de Retencido de Agua

Conselho Nacional de Meio Ambiente

Deutsches Institut fir Normung

European Medicines Agency

Environmental Protection Agency

Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas

International Organization for Standardization

Limite Maximo de Residuo

Massa Molar

Organisation for Economic Co-operation and Development
Acido Paraminobenzéico

Presséo de Vapor

Solo Atrtificial Tropical

Sulfadiazina

Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Saude Animal
International Cooperation on Harmonisation of Technical Requirements for

Registration of Veterinary Medicinal Products

Xiv



1 INTRODUCAO

A repeléncia que certas substancias toxicas causam a fauna terrestre é
conhecida ha muito tempo, tendo sido quantificada em diversos grupos animais.
Diferentemente das plantas, a maioria dos animais se desloca para ambientes mais
adequados as suas atividades de alimentacao e reproducéo, por exemplo, fazendo uso
de sensores e sinais quimicos que lhes permite igualmente evitar alimento ou ambiente

deletério.

Tanto a atracdo quanto a repulsdo sao caracteristicas que aumentam a
aptidao ecoldgica de certas espécies animais e a observacado de seus comportamentos
em ensaios controlados constitui-se ferramenta util na avaliagdo de risco ambiental para
solos suspeitos ou sabidamente contaminados e na determinacdo da toxicidade de
substancias quimicas.

O solo tem sido utilizado por geragcdes como receptor de substancias
resultantes da atividade antropogénica, mas suas caracteristicas de depuracdo e
imobilizacdo sao limitadas, podendo sua qualidade ser alterada devido ao efeito da
disposicdo de residuos urbanos, industriais e oriundos de praticas agricolas
desenfreadas.

O agronegécio brasileiro vem aumentando sua competitividade em nivel
nacional e internacional em parte devido a utilizacdo em larga escala de medicamentos
veterinarios, que servem principalmente para prevenir e tratar doengas, incrementando

a producéao animal e a lucratividade.

Pertencendo a diferentes classes terapéuticas, os farmacos utilizados nos
medicamentos podem apresentar atividades antimicrobianas, antiparasitarias, anti-
inflamatorias, antissépticas, entre outras. Dentre os antimicrobianos, os farmacos
sintéticos da classe das sulfonamidas tém sido amplamente empregados, com uso

intensivo desde antes da descoberta da penicilina até os dias atuais.

Grande parte dos antimicrobianos administrados aos animais, no entanto,

nao é completamente absorvida, sendo que de 30 a 90% do farmaco original ou seus
1



metabdlitos sdo excretados pelo organismo do animal, podendo atingir o meio ambiente
e manter-se bioativo, podendo causar impactos sobre 0s ecossistemas aquaticos e
terrestres, além de desencadear o surgimento de resisténcia bacteriana.

Considerada uma preocupacao emergente na area das ciéncias ambientais,
a falta de informacées sobre o comportamento e destino de residuos de
antimicrobianos no solo impede correlagbes mais precisas entre o potencial de

exposicao e possiveis danos a salde ambiental, e, por extensao, a salde humana.

No contexto ecotoxicolégico, os ensaios para aferir a qualidade do solo e o
efeito de substancias quimicas sobre o comportamento animal surgem como uma
ferramenta adicional, além das andlises fisicas e quimicas, para o levantamento de

caracteristicas sobre a toxicidade no meio terrestre.

E recente o desenvolvimento de um ensaio de fuga com minhocas —
principais organismos representantes da biota terrestre — em solo natural ou artificial,
cujas vantagens incluem: alta sensibilidade; relativa facilidade de execugéo; capacidade
de avaliacao rapida do estresse subletal e medigdo de um paréametro ecolégico nao
aferido por ensaios agudos ou cronicos.

Tomando-se como modelo de antimicrobiano a sulfonamida sulfadiazina,
utilizada de forma extensiva na produg¢ao animal, procura-se buscar respostas para a
inseguranca ambiental que permeia o uso desses medicamentos veterindrios nos
rebanhos animais por meio do emprego de ensaios de comportamento de fuga com a
espécie de anelideo Eisenia andrei (minhoca vermelha-da-california), representante da

fauna macroscopica terrestre.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

A presente pesquisa tem como objetivo geral a avaliacdo do efeito do
antimicrobiano sulfadiazina em solo sobre o comportamento de fuga de minhocas
(Eisenia andrei), de acordo com a NBR ISO 17512-1 (ABNT, 2011).

2.2 Objetivos especificos

Como obijetivos especificos tém-se:

v’ Estabelecer uma metodologia alternativa de cultivo de Eisenia andrei, com
controle zootécnico voltado a obtengcdo de organismos vidveis para ensaios

ecotoxicolégicos.

v Validar o ensaio de fuga com a substancia de referéncia, acido bérico
(H3BO3), visando a elaboracao da carta-controle de sensibilidade e ao atendimento dos
demais critérios de validacao do método;

v Determinar a faixa de concentracdo subletal de sulfadiazina em solo
artificial tropical (SAT) sobre as minhocas Eisenia andrei e comparar com os dados

ambientais disponiveis;



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesse tépico serd apresentada uma viséo geral sobre a qualidade de solos,
os principios da abordagem ecotoxicol6gica, a biologia do organismo-teste Eisenia
andrei e as caracteristicas do antimicrobiano sulfadiazina.

3.1 Qualidade do solo

O solo € um compartimento natural do ambiente que deve ser preservado
porque serve, principalmente, como meio para a sustentagdo da vida e de habitat para

animais, plantas e demais organismos.

Além de manter o ciclo de agua e nutrientes, o solo é utilizado para produzir
alimentos e outros bens primarios de consumo, proteger as aguas superficiais e
subterraneas e atuar como filtro natural, tampao e meio de adsorcédo, degradacao e
transformacgéo de substancias quimicas e organismos (CONAMA, 2009).

Embora o homem venha utilizando o solo ha décadas como receptor dos
refugos de suas atividades, sua capacidade em depurar e imobilizar impurezas é
limitada e suas caracteristicas podem ser alteradas devido ao crescente efeito da
disposicao de residuos urbanos, industriais, toxicos e radioativos, além da aplicagédo de
agrotoxicos e fertilizantes (CETESB, 2012).

Atualmente, a contaminacdo dos solos representa um problema ambiental
que interfere negativamente nas funcdes ecoldgicas terrestres, podendo levar a
contaminagcdo das aguas superficiais e subterrdneas e a bioacumulagdo e
biomagnificacdo de compostos quimicos nas cadeias tréficas, com potencial para afetar
a saude humana.

Na avaliagcdo da qualidade do solo, os bioensaios surgem como ferramentas
Uteis para aferir a toxicidade potencial dos contaminantes, com foco em suas fracoes
biodisponiveis (LOUREIRO; SOARES; NOGUEIRA, 2005).



3.2 A abordagem ecotoxicoldgica terrestre

A ecotoxicologia estuda os efeitos de substancias quimicas sobre os
organismos no ambiente, visando a protecdo da estrutura e funcionamento dos
ecossistemas. Esse objetivo pode ser alcancado avaliando-se os efeitos da substancia
de interesse sobre espécies isoladas de organismos-teste selecionados, com o intuito
de extrapolar as concentragdes de efeito observado (ou ndo observado) para niveis

seguros as populagdes e comunidades.

Van Gestel (2012) distingue duas principais abordagens para a avaliacao de
riscos ecotoxicoldgicos. A abordagem preditiva (progndstica) busca prever os possiveis
efeitos de substancias quimicas (geralmente novas) visando regular seu uso ou impedir
sua introducao no mercado. Esta abordagem utiliza ensaios laboratoriais para obter os
dados de toxicidade, que sao utilizados para determinar os niveis de seguranca para 0s

produtos quimicos no ambiente.

A segunda abordagem (diagndstica) busca avaliar o dano ecolégico real em
caso de poluicdo. Essa abordagem permite estabelecer prioridades para a remediacéo
e reducao de riscos, e pode fornecer estratégias para a gestao de solos contaminados.

O prognostico inicia-se a partir dos paradigmas empregados também em
toxicologia humana. Assume-se que o risco que substancias quimicas apresentam para
0s ecossistemas pode ser estimado a partir de sua toxicidade a um namero de ensaios
alternativos ou espécies indicadoras, expostas em ensaios de toxicidade padronizados
(VAN GESTEL, 2012).

A meta de tais ensaios é a de avaliar o potencial de toxicidade dos
compostos quimicos, que € expressa em termos de relagdo dose-resposta para efeitos
sobre parametros selecionados como sobrevivéncia, crescimento e reproducao.

A toxicidade pode ser quantificada por parametros como CL10 e CL50 (a
concentracao que, respectivamente, mata 10% e 50% dos organismos-teste expostos),
CE10 e CE50 (a concentragdo que causa, respectivamente, 10% e 50% de reducédo em

um parametro observado, como por exemplo, mobilidade, crescimento ou nimero de



organismos jovens produzidos) e CENO e CEO (concentragdo de efeito ndo observavel

e de menor efeito observavel, respectivamente).

Como nao existe a "espécie mais sensivel", uma bateria de ensaios de
toxicidade é necesséaria para obter um panorama adequado do risco potencial de
determinado produto quimico para o ecossistema. Na abordagem progndstica, os
resultados dos ensaios sdo usados para estabelecer niveis seguros de concentracao de
substancias quimicas no solo, que podem ser comparados com os dados de
concentragcbes medidas ou estimadas, para avaliagao de risco.

Uma parte critica desse processo é a derivacao de niveis de segurancga para
substancias quimicas baseada em dados disponiveis de toxicidade. Quando dados
referentes a um numero limitado de espécies ou apenas dados de toxicidade aguda
(letalidade, por exemplo) estdo disponiveis, fatores de aplicagdo (de certa forma
arbitrarios) sao utilizados na determinacao dos niveis de seguranca considerados a
proteger os ecossistemas.

Quando apenas um ou dois valores de CL50 estdo disponiveis, pode-se
dividir o menor valor de CL50 por 1000; tal procedimento parece ser suficiente para
extrapolar os efeitos de agudo para crénico (12 divisdo do valor de CL50 por 10), de
uma ou poucas para varias espécies (22 divisao por 10), e de laboratério para campo
(32 divisédo por 10). Quando dados de toxicidade subletais (cronicos) estdo disponiveis
para trés ou mais espécies, a simples divisdo por 10 do valor mais baixo é considerado
suficientemente protetor. Quando muitos dados de toxicidade (preferencialmente = 8)
encontram-se disponiveis para espécies representativas de diferentes grupos
taxonémicos, métodos estatisticos podem ser aplicados a esses dados, adotando-se o
limite inferior a 95% de confianga como o nivel seguro que supostamente protege pelo
menos 95% das espécies do ecossistema (POSTHUMA et al . 2002, apud VAN
GESTEL, 2012).

Dada essas informacdes, vale pontuar o historico recente da ecotoxicologia
terrestre, que teve seu inicio na década de 1960, com trabalhos que relataram efeitos
negativos do uso de agrotéxicos na diversidade e abundancia de invertebrados do solo
(EDWARDS, 1969; FOX, 1964). Tais observacbes desencadearam 0 surgimento e
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desenvolvimento de ensaios de toxicidade com organismos selecionados, visando
estimar em laboratério os efeitos adversos da utilizagdo em campo de substancias
perigosas (VAN GESTEL, 2012).

Comparado ao desenvolvimento da ecotoxicologia aquatica, a terrestre teve
sua importancia reconhecida tardiamente pela comunidade cientifica, o que também
influenciou a escassa quantidade de métodos de ensaios padronizados até o momento
(ROMBKE; KNACKER, 2003).

Segundo Van Gestel (2012), os primeiros trabalhos propondo ensaios de
toxicidade em solo datam de 1967 e empregaram colémbolos e minhocas em contato
com pesticidas, mas somente ap6s quinze anos houve o primeiro esforco de
padronizacdo internacional de um ensaio de toxicidade com invertebrados, pela
Organizagdo para a Cooperagdo Econémica e Desenvolvimento (OECD, 1984),
focando apenas efeito agudo (letalidade) em oligoquetas do género Eisenia spp.

O inicio das discussdes sobre os ensaios interlaboratoriais e a padronizacao
do primeiro ensaio de toxicidade aguda com minhocas (OECD, 1984) catalisou a
emergéncia do uso dos oligoquetas como organismos-chave em toxicologia ambiental e
tornou a espécie Eisenia fetida um organismo modelo para a avaliacao de efeitos de
substancias quimicas sobre invertebrados sapréfitas terrestres (SPURGEON; WEEKS;
VAN GESTEL, 2003).

Atualmente, pode-se pontuar que o género Eisenia spp esta para a
ecotoxicologia terrestre assim como o género Daphnia spp esta para a ecotoxicologia
aquatica, considerando o grande namero de trabalhos publicados que empregam esses
modelos animais em seus sistemas de ensaio, para aferir a toxicidade de substancias

guimicas ou amostras ambientais.

3.2.1 Os sistemas de ensaios em solo

Por ndo demonstrarem a magnitude de efeitos sobre o ecossistema, as
analises quimicas isoladamente falham em retratar o grau de impacto ambiental dos
poluentes, enquanto os sistemas biologicos de ensaio, constituidos por organismos ou
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parte deles, sdo capazes de detectar a toxicidade das substancias quimicas sobre o

ambiente terrestre.

A medida que aumenta o nivel de complexidade das novas substancias que
sao constantemente desenvolvidas e langadas no ambiente, mais importante torna-se a
utilizagdo de ensaios de toxicidade na avaliagdo ambiental. Os resultados de tais
ensaios agregam informacdes sobre o potencial de interagdo entre substancias (efeitos
aditivos, antagénicos e sinérgicos) e sua biodisponibilidade (MAGALHAES; FERRAO
FILHO, 2008).

Os sistemas ecotoxicoldgicos terrestres sao utilizados para obter informacéao
acerca dos efeitos dos contaminantes no solo e s&do propostos como uma

complementacgéo a analise quimica convencional (ABNT, 2011).

Os sistemas aquaticos de ensaio que utilizam como amostras eluatos de solo
aplicam-se a obtencdo de informacdes sobre a fracdo dos contaminantes que tem
potencial de atingir a agua subterranea. Nesses sistemas sdo avaliadas a funcao de
retencdo, que € a habilidade do solo em absorver os poluentes de tal forma que eles
nao possam ser mobilizados por via aquética e transportados através da cadeia tréfica
(HUND-RINKE; WIECHERING, 2001).

Ja os sistemas terrestres de ensaio sao utilizados para avaliar a funcao de
habitat dos solos, definida como a habilidade de determinado solo ou material de solo
em servir de abrigo para microrganismos, vegetais e demais organismos habitantes

desse meio e suas interagbes (ABNT, 2011).

Tal funcdo pode ser prejudicada pela presenca de contaminantes, que
podem se apresentar em distintas fracées no solo, sendo algumas delas biodisponiveis
e, portanto, capazes de serem absorvidas por organismos que dependem tanto das
condi¢des fisico-quimicas do solo (pH, teor de argila, capacidade de troca catibnica e
qguantidade de matéria organica), quanto da forma quimica do elemento ou substancia
considerada.



No entanto, a determinacdo do conteudo total das substancias quimicas
presentes em um solo, além de inviavel financeira e operacionalmente, ndo é suficiente

para avaliar o risco ecoldgico inerente de um solo contaminado.

Ensaios agudos e crénicos foram os primeiros a serem desenvolvidos e tém
se mostrado ferramentas Uteis na avaliacdo ecotoxicolégica. Em relacdo aos ensaios
com organismos terrestres, as minhocas — os principais representantes da macrofauna
terrestre — tém sido empregadas com frequéncia. No entanto, recomenda-se o
desenvolvimento e a padronizagcao de ensaios com outros grupos da fauna terrestre,
principalmente porque alguns, como os artropodes, estdo mal representados no rol de
ensaios atualmente disponiveis e constituem a maioria dos invertebrados no ambiente
(VAN GESTEL, 2012).

O efeito agudo, geralmente indicado pela mortalidade ou letalidade,
representa o dano maximo que determinado organismo pode sofrer e a concentracao
do agente toxico que é necessaria para provocar o efeito observado (HUND-RINKE;
WIECHERING, 2001).

O efeito subletal, também conhecido por efeito crénico, é geralmente
representado pelo impacto sobre a reproducdo e o crescimento do organismo, e
geralmente tem preferéncia sobre a resposta aguda na obtencao de informacao sobre
efeitos ambientais, além de ser considerado mais relevante em relagdo aos efeitos em
nivel populacional (MORIARTY, 1983; VAN GESTEL, 2012).

Os ensaios padronizados de reprodugdo com minhocas Eisenia fetida ou
Eisenia andrei (1ISO, 1998; OECD, 2004b) e com o enquitreideo Enchytraeus albidus
(ISO, 2004; OECD, 2004a) consistem em expor os organismos adultos por 21 e 28 dias,
respectivamente, no solo, apds o que sao retirados e os casulos sao incubados por
mais 28 e 21 dias, respectivamente, para permitir determinar o nimero de juvenis
produzidos.

A ecotoxicologia terrestre explorou, apds a década de 1980, possibilidades
de desenvolvimento de ensaios de toxicidade com diferentes invertebrados do solo,
incluindo minhocas, enquitreideos, colémbolos, nematoides, besouros estafilinideos,

quilépodes (centopeias), diplépodes (piolhos-de-cobra) e isdpodos (tatuzinho de
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jardim), envolvendo interacdo entre espécies e respostas baseadas em efeitos subletais
(LOKKE; VAN GESTEL, 1998). Imagens de alguns desses representantes da meso e
macrofauna terrestres podem ser conferidas na Figura 1.

E fato que a lista dos ensaios disponiveis ndo estd completa nem
balanceada, encontrando-se mais ensaios empregando determinado grupo de
organismos e raros estudos empregando outros grupos. Ainda, sdo recomendaveis
futuras adaptagdes nas metodologias dos ensaios para que eles tornem-se aplicaveis a

deteccao de novas e emergentes substancias, como as nanoparticulas.

a) Minhoca b) Colémbolo
(Eisenia andrei) (Folsomia candida)

c¢) Enquitreideo d) Isopoda
(Enchytraeus albidus) (Porcelio scaber)

Figura 1. Principais organismos utilizados em ecotoxicologia terrestre

Fonte das imagens (organismos fora de escala):

a) http://img687.imageshack.us/img687/7362/efetidalg.jpg

b) http://enfo.agt.ome.hu/drupal/sites/default/files/DSCN8200.jpg

c) http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/fa/Enchytraeus_albidus.jpg
d) http://www.gardensafari.net/pics/duizendpoten/porcellio_scaber_hs3_0806.jpg

Atualmente ha diversos ensaios de toxicidade em que se avaliam efeitos
subletais em invertebrados terrestres como minhocas, enquitreideos e colémbolos,
padronizados por 6rgaos internacionais, tais como Organization for Economic Co-
operation and Development (OECD) e International Standardization Organization (1ISO);

além de métodos similares propostos por Environment Canada; United States
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Environmental Protection Agency (EPA) e ASTM International (anteriormente conhecida
como American Society for Testing and Materials), dos quais os testes com oligoquetas
sé&o os mais conhecidos, devido ao fato das minhocas serem consideradas organismos

representativos da biocenose terrestre.

Uma selecao das versdes atuais dos protocolos padronizados de ensaios de
toxicidade disponiveis com minhocas, elaborados por instituigbes reconhecidas, é

apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Ensaios de toxicidade padronizados que empregam minhocas como organismo-teste.

Efeito D?driaa%?o Espécie Documento / Norma Referéncia
OECD 207 OECD (1984)
Letalidade 14 ISO 11268-1 ISO (1993)
Eisenia ABNT NBR 15537 ABNT (2007)
Reproducio 28 fetida SO 11268-2 ISO (1998)
(+28)" OECD 222 OECD (2004)
Eisenia
Fuga / 5 andrei ISO 17512-1 ISO (2008)
Evitamento ABNT NBR ISO 17512-1  ABNT (2011)
Até 21
(+21)@ OECD 317 OECD (2010)
Bioacumulacao .
Eisenia
7az28 , ASTM E1676-12 ASTM (2012)
fetida
Abundéncia e Mttiol
ultiplas
diversidade em Até 365 ,p. ISO 11268-3 ISO (1999)
espécies

campo

M) 28 dias para producéo de casulos + 28 dias para ecloséo de juvenis.
@) 12 etapa: até 21 dias para absorcdo da substancia-teste; 22 etapa: 21 dias para eliminagao.
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3.2.1.1 Ensaios comportamentais e de fuga

A despeito da popularidade dos ensaios de toxicidade aguda e crénica com
minhocas, para avaliar o risco potencial de substancias quimicas na funcao de habitat
do solo, existe a ressalva de que tais ensaios foram desenvolvidos principalmente para
regides temperadas, sendo que o comportamento quimico de certas substancias pode
ser alterado quando em regides tropicais. A norma brasileira (ABNT, 2007) que trata do
ensaio agudo com minhocas é uma tradugdo da norma ISO 11268-1 publicada em
1993, e a primeira versdo em portugués nao descreve adaptagcdes metodoldgicas para

as condigOes tropicais.

Além disso, restricoes relacionadas a dificuldade de se avaliar efeitos
populacionais com os testes agudos e o longo periodo de duracdo dos testes de
reproducao (56 dias), além do fato de serem trabalhosos, tém chamado a atencéo para
o desenvolvimento de testes mais rapidos e que sejam sensiveis e ecologicamente
relevantes (SILVA; VAN GESTEL, 2009).

Os testes comportamentais configuram-se como uma alternativa na
avaliacao da toxicidade de substancias quimicas, fornecendo respostas baseadas na
alteragdo do comportamento do organismo frente as condicbes subdtimas de

exposi¢ao.

As condi¢coes ambientais requeridas por determinado organismo apresentam
faixas de tolerancia e niveis adequados para a manutencao das atividades bioldgicas,
como exposto na Figura 2 (RICKLEFS, 2001).
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Figura 2. Gradiente de condi¢cdes ambientais (ex: pH, temperatura, toxicidade) que regem os niveis de
atividade bioldgica dos organismos. Fonte: RICKLEFS (2001).

Estressores quimicos ou condi¢coes naturais extremas podem comprometer
0Ss processos bioldgicos, desviando a faixa 6tima de variagéo requerida pelo organismo,
que pode exibir uma resposta induzida pelo estresse. A toxicologia comportamental
estuda as alteragbes de comportamento dos organismos associada a essas situagoes.

Representando a interacdo de processos fisiolégicos com estimulos
ambientais, a resposta comportamental reflete o efeito de todos os niveis do organismo:

molecular, celular, fisiolégico (GRUE et al., 2002).

Classes de comportamentos como a escolha de habitat, captura de presas e
fuga de predadores afetam os padrées de dinamica populacional e estrutura de
comunidades, por alterar varidveis demograficas fundamentais como nascimento e
morte. A toxicologia comportamental pode, portanto, auxiliar na predicdo dos possiveis
efeitos toxicos de certas substdncias na aptiddo das espécies testadas e suas
consequéncias em nivel populacional (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

A resposta comportamental é fundamentalmente um efeito em nivel do
organismo, que pode ser definida como a agéo, reagcdo ou ativagdo de determinado
sistema, sob um conjunto de condicdes especificas que representa a integracédo dos
processos bioquimicos e fisioldgicos. Além disso, o comportamento como endpoint
(parametro final de observagdo) em ecotoxicologia estd ganhando cada vez mais

reconhecimento devido a sua sensibilidade ser considerada dez a mil vezes maior que
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a convencional concentracdo letal mediana, a CL50 (HELLOU et. al, 2008; HELLOU,
2011; ROBINSON, 2009).

Quando expostos a determinados contaminantes, os organismos podem
exibir certas respostas comportamentais em potencial, tais como: fuga; senso de
equilibrio ou direcdo alterado; escavacao anormal do substrato; fobias; alimentacéo,
locomogéao e respiragao alteradas, entre outras, sendo que o comportamento de fuga
normalmente é o primeiro sinal prontamente demonstrado pelo organismo, como
mecanismo de defesa, antes de sucumbir a outros efeitos menos imediatos da

exposicao a condi¢des adversas (HELLOU, 2011).

O comportamento de fuga em minhocas ja foi também relatado na atividade
comercial da minhocultura. Segundo Guimaraes (2007), a reacédo de repeléncia que
uma minhoca exibe sob condi¢cées adversas acaba sendo replicada pelas demais que
vivem no mesmo substrato. Causas como substrato ressecado ou exageradamente
hidratado, escassez de alimento, acidez elevada do substrato, substrato mal preparado
ou em processo de fermentagdo, presengca de contaminantes e temperatura baixa
fazem com que as minhocas rejeitem permanecer em determinado local e busquem por
outro mais adequado.

A tigmotaxia positiva € a necessidade que a minhoca possui de sentir seu
corpo constantemente envolto por um substrato. Por isso, durante a fuga nos criatorios,
podem se formar aglomeragcdes de minhocas em determinados pontos, pois, com esse
comportamento de fuga interrompida, o conjunto de minhocas faz o papel de um préprio
substrato, embora tais condi¢ées nao permitam a alimentacdo e podem causar asfixia,
além de sujeitar os individuos ao ressecamento, o que pode causar a morte do grupo
em curto prazo (GUIMARAES, 2007).

Estudos sobre os parédmetros de observacdo em ecotoxicologia
comportamental geralmente fazem um ranqueamento dos sinais demonstrados pelos
organismos quando expostos a condicées adversas, ou seja, uma lista dos sintomas
que primeiro surgem, e as reagdes demonstradas na sequéncia. No caso da mais
comumente estudada contaminagdo do solo por metais, a sequéncia de efeitos em
caranguejos foi descrita por Hebel et al. (1997). Por exemplo, o cobre (produzido a
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partir da mineragdo, encontrado em tintas anti-incrustantes, fungicidas, preservantes de
madeira e pastilhas de freio) pode causar uma série de resultados deletérios
comegando com a fuga e progredindo para uma redugdo no ritmo de alimentagao e,
eventualmente, producdo de hormdnios sexuais, alterando em seguida a fungao
cardiaca e respiratéria, seguida por danos celulares levando a morte. Quando
analisadas em conjunto, esta sucessao de “parametros toxicos” demonstra a
importancia do comportamento de fuga como um sinal de alerta precoce e a ligagao

desse parametro com os efeitos em nivel populacional.

Ja os produtos farmacéuticos, juntamente com os de higiene pessoal, vem
sendo estudados ha poucos anos e nao ha dados disponiveis que correlacionem a
presenca de antimicrobianos as eventuais alteracbées do comportamento animal. No
campo dos contaminantes emergentes, os estudos focam em geral o igualmente
importante mecanismo da desregulacdo enddcrina, provocada pela presenca de
hormdnios sexuais, antidepressivos ou pesticidas no ambiente (HELLOU, 2011). Uma
série de estudos toxicologicos sobre interferentes enddcrinos demonstra também a
interessante  diferenca entre as curvas monotbnicas de dose-resposta
convencionalmente esperadas em resultados ecotoxicolégicos e as curvas em forma de
“U” ou de U invertido — “N” — associadas aos compostos emergentes (CLOTFELTER et
al., 2004; ZALA; PENN, 2004).

Por ser um sintoma facilmente detectado em diversos animais expostos a
contaminantes, o comportamento de fuga pode ser estudado em bioensaios
controlados. Um teste comportamental dos mais conhecidos e empregados em
ecotoxicologia terrestre € o ensaio de fuga com minhocas, também denominado teste
de evitamento, escape ou avoidance test (YEARDLEY; LAZORCHAK; GAST, 1996;
STEPHENSON et al., 1998). Neste trabalho é utilizada a expressao ensaio de fuga,
presente na recente norma editada pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT, 2011). De utilizagdo ainda incipiente no pais, o ensaio faz uso da capacidade
seletiva das minhocas de, por meio de seu sistema sensorial, preferir determinado
substrato em detrimento de outro, “fugindo” entdo do meio menos adequado, segundo

critério fisioldégico animal, em determinado periodo de tempo.
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Estudos prévios demonstraram a capacidade das minhocas em detectar
compostos como: 6leo mineral, hidrocarbonetos poliaromaticos, de petréleo (6leo cru) e
em misturas complexas; substancias como cloreto de potéssio, cloreto de ambnio,
sulfato de cobre; elementos como zinco, manganés e misturas contendo metais
potencialmente téxicos; além de agrotoxicos de controle prioritario, tais quais: benomila,
carbendazim, lambda-cialotrina e mancozebe (HUND-RINKE; WIECHERING, 2001;
REINECKE et. al, 2002; SCHAEFER, 2001; SCHAEFER, 2003; STEPHENSON et. al,
1998)

Garcia et. al (2008) avaliaram a resposta de fuga de Eisenia fetida a trés
pesticidas de importancia para a Amazénia brasileira (benomila, carbendazim e lambda-
cialotrina), comparando os resultados de toxicidade obtidos com aqueles de letalidade
(ensaio agudo) e reproducgao (cronico), executados em paralelo, e concluiram que o
ensaio de fuga fornece resultados confiaveis e reprodutiveis e cujos resultados
encontram-se na ordem de grandeza semelhante aos resultados dos ensaios de
reproducdo, com duracdo de 56 dias, embora seja prematuro recomendar sua
substituicao. Os autores fazem ressalva acerca do nivel de abrangéncia do ensaio de
fuga, cuja extensao depende da substancia quimica e do tipo de solo utilizados.

De acordo com Aldaya et al. (2006), ha algumas limitagcdes para a larga
utilizacdo dos ensaios de fuga como alternativa a uma avaliagdo direta da toxicidade.
Algumas substancias, como os sais de cadmio, ndo sao percebidos como repelentes,
embora sejam téxicos quando os animais sao forcosamente expostos a eles, o que
significa que embora a substancia téxica ndo possa ser detectada e evitada no
ambiente, ela pode destruir populacdes inteiras, diferente de outras substancias das
quais os animais conseguem escapar (GREENSLADE; VAUGHAN, 2003).

Nao se conhece publicagdo — em nivel internacional — relatando efeito de
antimicrobianos sobre o comportamento de fuga em minhocas, no que a proposta do
presente trabalho tenta suprir essa lacuna. Os efeitos residuais dos antimicrobianos no
ambiente sdo pouco estudados e os dados ecotoxicoldgicos relevantes infelizmente séo
escassos, e, quando disponiveis, tratam em sua maioria de efeitos agudos.
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Sabe-se, no entanto, que os antimicrobianos podem apresentar efeitos
adversos sobre organismos n&o-alvos, por isso a necessidade de verificar efeitos
menos intensos, subagudos, em representantes da biocenose terrestre.

3.3 A deteccao quimica em minhocas

As minhocas possuem a capacidade de distinguir de maneira rapida
diferentes tipos de alimento e reagir a uma diversidade de estimulos quimicos. Tais
reacdes provavelmente auxiliam na procura por alimento, fornecem alertas sobre
condi¢cbes adversas do ambiente (como a acidez do solo) e ajudam na cépula pela
deteccao de secrecdes mucosas dos outros individuos (EDWARS; BOHLEN, 1996).

O elevado numero de quimiorreceptores, concentrados no prostémio
(proeminéncia dorsal que recobre a boca) e nos segmentos anteriores do corpo das
minhocas, assim como a distribuicdo de papilas epidérmicas e terminagdes nervosas ao
redor dos segmentos corporais, contribuem para a capacidade das minhocas
responderem aos estimulos quimicos do ambiente (SCHAEFER, 2003).

Essa regido corporal também se relaciona com a capacidade olfatéria dos
anelideos e ja foi testada na identificacdo de sacarose, glicose e quinina e sugerida
como envolvida na coordenacdo do movimento coletivo e nas estratégias de
forrageamento: fungos terrestres constituem fontes de alimento particularmente
importantes para as minhocas, em especial as espécies epigéicas, que consomem
folhas em decomposig¢éo colonizadas por fungos (ZIRBES et al., 2011).

O epitélio da regido bucal abriga grupos de células sensoriais que podem ser
estimuladas por substancias quimicas relacionadas a palatabilidade. Tais sensores
entram em contato com o alimento quando a camara bucal everte-se na tomada de
alimento. Essa sensibilidade de deteccao quimica, aliada as habilidades locomotoras,
confere as minhocas a capacidade de evitar habitats adversos (STEPHENSON et al.,
1998).
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3.4 Antimicrobianos sulfonamidas

Apenas a comercializagcado de antimicrobianos no Brasil representa um tergo

do mercado de medicamentos veterinarios (SINDAN, 2013).

O agronegdcio brasileiro tem na producao animal uma de suas atividades de
maior expressao, cuja produtividade e competividade do setor sdo comumente
asseguradas devido a utilizagdo de medicamentos com finalidades terapéuticas e
profilaticas.

Dentre os antimicrobianos utilizados pela industria veterinaria, as
sulfonamidas sdo acidos organicos fracos, sintéticos, de aplicacao agropecuaria. Sao
amidas de &cidos sulfénicos, de férmula geral R-SO,NH-R'. Dentre os exemplos de
sulfonamidas  destacam-se a  sulfadiazina, sulfametazina, sulfametoxazol,
sulfaquinoxalina, entre outras sulfas (como sdo conhecidas) de amplo espectro contra
bactérias Gram positivas, Gram negativas e protozoarios. S&o indicadas para
tratamento e prevencgao de infecgdes intestinais, urinarias, respiratérias e dermatites em
animais de corte (frangos, bovinos e suinos), sendo utilizadas no tratamento auxiliar de
varias patologias causadas por microrganismos (MARQUES, 2010).

Os microrganismos sensiveis as sulfonamidas exigem a presenca de acido
paraminobenzdico (PABA) extracelular para a sintese de acido félico, necessario a
producdo de precursores do material genético. Com estrutura semelhante ao PABA, as
sulfonamidas competem pela enzima diidropteroato sintetase, agindo como
antimetabdlitos e formando analogos nao funcionais do acido folico. Em consequéncia,
nao ha formagdo do material genético bacteriano, o que interfere na replicagao celular
(GARCIA-GALAN; DIAZ-CRUZ; BARCELO, 2009).

Ha diferencas entre os tipos de sulfonamidas com relacao ao nivel de ligacao
as proteinas plasmaticas, sendo que quanto menos ligante, mais eficientemente o
farmaco consegue transpor as membranas celulares ou se difundir. E a fracéo livre que
exibe efeitos farmacologicos e que pode ser metabolizada ou excretada (MARQUES,
2010).
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Geralmente utilizadas na forma oral, embora existam preparacdes para uso
parenteral, as sulfonamidas sao parcialmente metabolizadas no figado, sendo
eliminadas principalmente pelas fezes e urina, na forma original ou de seus metabdlitos,
alcancando o ambiente diretamente em sistemas de aquicultura ou por animais de
pasto, e indiretamente quando da aplicacdo de esterco e lixiviado de aterro sanitario no
solo (SUKUL; SPITELLER, 2006).

Quimicamente, as sulfonamidas sao formadas por um anel benzénico, um
radical amina (-NH2) e um grupo sulfonamida (-SO,NH-) (Figura 3). De carater
anfotérico, possuem grupos funcionais que podem doar ou receber um préton,
dependendo do pH da solucdo em relacdo aos valores de pK,, podendo assumir
caracteristica catibnica, neutra ou anidénica. Os grupos amina e sulfonamida devem
estar na posicdo para em relacdo um ao outro para que a sulfonamida apresente
atividade antimicrobiana (SARMAH et al., 2006).

De solubilidade moderada em &gua (Tabela 2), as sulfonamidas sao
caracterizadas por dois valores de pK,: 0 pKa1 representa o valor de pH em que ocorre
a protonacao do grupo basico amina (-NH,) e o pKa. o valor de pH em que ocorre a
desprotonacao do grupo acido sulfonamida (-SO2NH). As sulfonamidas anfotéricas se

encontram geralmente na forma de sais em fortes solu¢des acidas ou bésicas.

Devido ao aporte ambiental disseminado pela aplicacao de esterco no solo e
a atividade biolégica remanescente, os medicamentos veterinarios estao se tornando
alvo da avaliacao ecotoxicoldgica de riscos, no que estudos de sorcdo podem contribuir
na avaliacdo da mobilidade desses farmacos em solo e demais compartimentos

ambientais.

M. S—NH-R

Figura 3. Férmula estrutural de uma sulfonamida padrao
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3.4.1 Sulfadiazina

As sulfonamidas séo classificadas de acordo com sua capacidade de
absorcao, excregado e acao. A sulfadiazina, um dos tipos mais utilizados em rebanhos
de suinos, apresenta acdo de duracao intermediaria (10 a 12 horas) e absorcéo e
excrecao relativamente rapidas, implicando em um curto periodo de caréncia

(aproximadamente 5 dias).

Dentre todos os produtos sulfonamidicos com licenca brasileira vigente, a
sulfadiazina é a substancia com maior niumero de apresentagdes e consta da lista de
prioridades da Coordenacdo de Fiscalizacdo de Produtos Veterinarios (CPV) do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2013).

A sulfadiazina, cuja estrutura quimica pode ser observada na Figura 4,
apresenta os menores valores de forgas de ligagcdo as proteinas plasmaticas e alta
lipossolubilidade, que, segundo Marques (2010), Ihe conferem elevada
biodisponibilidade (85 a 90,3%).

O

O=
. 2

H,N S—

Figura 4. Férmula estrutural da sulfadiazina

Nas excretas de animais tratados, a sulfadiazina pode ser encontrada na
forma de seu composto parental ou como um de seus quatro metabdlitos, dos quais os
principais sdo a N-acetilsulfadiazina (inativa do ponto de vista microbiologico) e a 4-

hidroxisulfadiazina, que apresenta atividade antimicrobiana.

Antes da aplicagdo no campo, geralmente o esterco usado como fertilizante

do solo fica estocado por varias semanas, sendo que a sulfadiazina e seus metabdlitos
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podem ser enzimaticamente degradados durante esse periodo, mas também seus

metabdlitos podem ser reativados, tornando-se substancias biologicamente ativas.

Fator importante a se considerar quando da relacdo interativa farmaco x
ambiente é o grau de sor¢cao do antimicrobiano as particulas de solo, que pode ser tao

variavel quanto sua mobilidade.

Segundo Doretto (2012), a sulfadiazina possui alta mobilidade, de acordo
com os baixos valores experimentais obtidos para os coeficientes de distribuicdo (Kp) e
de Freundlich (Kg) em quatro tipos de solo do Estado de Sao Paulo, indicando baixa
capacidade de adsorcéao e maior potencial de lixiviagao.

As sulfonamidas sao compostos polares e sua carga pode variar conforme o
pH do solo, sendo que seu valor de pK42 encontra-se geralmente na mesma faixa de pH
do solo, influenciando no comportamento de adsorcéo-dessorgao.

Na Tabela 2 sdo apresentadas algumas propriedades fisico-quimicas da
sulfadiazina, como sua massa molar e seus valores de pk, mais frequentes na
literatura. Os baixos valores de pressao de vapor e constante de Henry, aliados a
solubilidade baixa, indicam igualmente baixo potencial de volatilizagdo, mas tendéncia
de adsorcao a materiais particulados e sedimentos (COSTA et al., 2008).

No entanto, o baixo valor de coeficiente de particdo octanol-dgua da
sulfadiazina, em parte devido aos seus grupos funcionais ionizaveis, sugere maior
mobilidade no solo e menor potencial de bioacumulacdo nos tecidos de organismos e,
consequentemente, na cadeia trofica (REGITANO; LEAL, 2010).
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Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas da sulfadiazina

Solubilidade Constante de
MM ] PV

em agua PKar  pKaz Kow Henry
(g mol™) ; (mmHg) s

(mg L") (atm m® mol™)
250,3 77 (25°C) 16 64  43110° 0,813 1,60 1077

MM: massa molar; pK,; e pKa. constante de basicidade e acidez; PV: pressao de vapor; Ko,: coeficiente
de particao octanol-agua. Fonte: CAS (2013); Thiele-Bruhn et. al (2004).

3.4.2 Antimicrobianos no ambiente

Embora a eliminacao de residuos de antimicrobianos seja uma preocupacao
constante de produtores, principalmente com relagado a animais destinados ao abate, o
uso impréprio de medicamentos, com doses e duracdo do tratamento acima do
recomendado pelos fabricantes e o desrespeito aos periodos de caréncia tem levado a
uma crescente preocupacao acerca da presenga de medicamentos acima do limite
maximo residual (LMR) permitido pela legislacao.

A Agéncia Europeia para Avaliagdo de Produtos Medicinais fixou um limite
genérico de 100 pg kg™ para farmacos veterinarios em solo (EMEA, 2008), no entanto,
pouco se conhece sobre a presenca das sulfonamidas no ambiente, proveniente de
residuos da excrecao direta dos animais medicados ou das excretas humanas apds
consumo dos produtos de origem animal (leite e carne), e seus consequentes efeitos
toxicos sobre o ecossistema como um todo, apresentando efeitos adversos na biota
aquatica e terrestre.

Os farmacos administrados aos animais por via oral ou parenteral ndo sao
completamente absorvidos, sendo que até 75% da concentracdo dosada pode ser
eliminada pelo sistema digestério e até 90% pelo trato urinario do organismo, tanto na
forma do composto original, quanto na forma de metabdlitos que podem se transformar
no composto parental e atingir o ambiente em sua forma ativa (HALLING-SORENSEN,
2001). A taxa de excregdo depende das propriedades fisico-quimicas do
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antimicrobiano, da forma de aplicacdo, da espécie animal considerada, da duragao do
tratamento, entre outros fatores (KEMPER, 2008).

Dentre as possiveis vias de entrada de farmacos no ambiente, destacam-se
as aguas residuarias dos processos de manufatura dos compostos veterinarios, que na
auséncia ou ineficiéncia de tratamento, contaminam o ambiente aquatico no seu
lancamento. Também na atividade comercial da aquicultura, farmacos administrados
aos peixes, geralmente adicionados a ragao, podem igualmente contaminar a agua. Ja
no caso dos farmacos administrados via oral ou injecao, cuja excrecao se da pela urina
e fezes dos animais tratados, a disposicdo do esterco contaminado no solo representa
a principal rota de aporte dos residuos antimicrobianos no ambiente (DORETTO, 2012),
assim como a disposicdo de biossdélidos provenientes de estagdes de tratamento de
esgoto (SUKUL; SPITELLER, 2006).

As agéncias regulamentadoras internacionais preocuparam-se primeiramente
em estabelecer programas de monitoramento dos residuos de antimicrobianos em
alimentos comercializados e apenas recentemente os estudos tém focado no impacto
desses no ambiente, uma vez que sao escassas as informacbes sobre o
comportamento e destino dos antimicrobianos no solo (DiAZ—CRUZ; LOPEZ;
BARCELO, 2003; SARMAH; MEYER; BOXALL, 20086).

Assim, quantidades vultosas dessas substancias sdo langcadas ano apds ano
no ambiente e o impacto de suas dispersbes pode alcangar os compartimentos
ambientais e os organismos aquaticos e terrestres, além de disseminar o surgimento de
resisténcia bacteriana (DORETTO, 2012).

Até o momento, ndo ha registro de legislacdo que defina limites especificos
para a concentracdo de farmacos veterinarios, incluindo os antimicrobianos, no solo.
Segundo abordagem proposta na Conferéncia Internacional de Harmonizacdo dos
Medicamentos Veterinarios (VICH), e de acordo com a concentracdo ambiental
preditiva do antimicrobiano ou seus metabdlitos, recomenda-se avaliar os efeitos sobre

organismos aquaticos e terrestres se o teor for observado acima de 100 ug kg™

Os valores de concentracao de sulfonamidas em esterco ja foram reportados

em uma faixa de 10 pug kg a 91 mg kg”' (YANG et al., 2011). Com o estrume sendo
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aplicado em campo como fertilizante na dosagem maxima de 50 m® ha™, os residuos de
sulfonamida no solo podem atingir a concentragdo de 1 kg ha”, que representa a
mesma ordem de magnitude da taxa de aplicacdo dos pesticidas modernos (SUKUL;
SPITELLER, 20086).

Os estudos de toxicidade recomendados para a avaliacdo de impacto
ambiental dos antimicrobianos em organismos aquaticos e terrestres geralmente
compreendem a realizagdo de ensaios de toxicidade aguda com peixes e
microcrustaceos do género Daphnia sp (letalidade), enquanto os ensaios terrestres sao
conduzidos utilizando minhocas (letalidade) e plantas (germinagdo e crescimento).
Todavia, por determinar 0 dano maximo que o organismo pode suportar, a mortalidade
nao seria um bom parametro a ser empregado nas avaliagdes, uma vez que sua funcao
protetiva do ambiente é questionavel, devendo-se refletir acerca da adogdo de
parametros de observacao mais sensiveis, como a alteracdo do comportamento animal:

reacao imediata a um estresse quimico.

As informagbes sobre ensaios ecotoxicolégicos avaliando concentracdes
subletais (crbnicas) de antimicrobianos sao escassas. Na Tabela 3 sdo apresentados
os resultados disponiveis de ensaios ecotoxicolégicos ja realizados com o

antimicrobiano sulfadiazina.

Demonstra-se que a presenca do antimicrobiano no ambiente pode causar
efeitos adversos em diferentes organismos pertencentes a distintos niveis tréficos,
conforme os dados expostos na Tabela 3. Além disso, pode causar alteracées nas
comunidades microbianas naturais, pela aquisicdo da resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos e a possivel transferéncia dessa caracteristica, alterando a funcéo do
solo de servir como um reservatdrio para microrganismos importantes na manutencéo

da imobilizacado mineral e nos processos de decomposi¢cao (KEMPER, 2008).
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Tabela 3. Toxicidade do antimicrobiano sulfadiazina a espécies terrestres e aquaticas.

Espécie nao-alvo Dado de toxicidade Metodologia Referéncia
Pseudokirchneriella Ensaio de inibigdo do .
subcapitata crescimento OECD 201 (1993) (Ez%lﬁ;' etal
(alga unicelular) CE50=22mgL"
Cirrhinus mrigala Taxa de crescimento = nao disponivel Ramaiah et al.
(peixe ciprenideo) 20 mg/100 g (crbnico) (1989)
Vibrio fischeri Ensaio de inibigao DIN 38412-L34
luminescente (1991), modificado
(bactéria marinha) CE50 > 25 mg L
Arthrobacter Ensaio de inibicdo DIN 38412-L48
globiformis enzimatica (2002), modificado
(bactéria terrestre) CE50 >125mg L™ Bialk-Bielinska
Scenedesmus Ensaio de inibicdo de Altenburger etal.  etal. (2011)
vacuolatus reproducéao (crénico) (1990), modificado
(alga unicelular) CE50 =2,22mg L
Lemna minor Ensaio de inibicao de Drost et al. (2007),
(macréfita) crescimento (crénico) modificado
CE50 =0,07mg L™
Triticum aestivum Elongagao radicular =
(trigo) ClI50 = 28,1 mg kg
Braseica campesiris FON02620 RACUTT= ogcnaos (a8 et
Cyphomandra Elongacgéo radicular =
betacea (tomate) CI50 = 92,9 mg kg’
Ensaio agudo OECD 202 (2004)  Liguoro et al.
CE50-48h =212 mg L (2009)

Daphnia magna

(microcrustaceo)

Ensaio agudo
CE50-48h =221 mg L™

ISO 6341 (1989)

Ensaio cronico

CE50-21d =13,7 mg L™

OECD 211 (1996)

Wollenberger
et al. (2000)

™: O artigo consultado refere-se a espécie como Selenastrum capricornutum.

@- No trabalho foi utilizada a sulfadiazina sodiada.

No Brasil, ha uma recente legislacdo que estabelece critérios e valores

orientadores de qualidade do solo em relacdo a presenca de substancias quimicas,
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assim como diretrizes para o gerenciamento de solos contaminados (CONAMA, 2009).
Nesse documento ndo € explicitado os valores referentes a concentragéo de farmacos
veterinarios. Mesmo assim, no texto de suas disposi¢cdes gerais, recomenda que se
busque a protecdo do solo, além da forma corretiva, também de maneira preventiva,

objetivando a manutencao de sua funcionalidade.

Em uma livre interpretacdo da supracitada resolugdo, o pesquisador
ambiental encontra respaldo para estudar substancias de interesse ambiental, embora
ainda nao legisladas, visando a uma futura proposicao de inclusdo de seus valores
orientadores atualizados, sejam elas poluentes de controle prioritario ou contaminantes

emergentes.

3.5 Eisenia andrei

A minhoca Eisenia andrei (Annelida: Oligochaeta) é um dos organismos mais
utilizados em vermicompostagem, ensaios ecotoxicoldgicos e estudos genéticos. De
comportamento epigéico, ndo habita necessariamente o solo mineral, mas a camada de
folhas secas e material em decomposicao (liteira ou serapilheira), da qual se alimenta
(habito alimentar detritivoro).

Embora originaria de paises de clima temperado, € uma espécie
cosmopolita, possuindo ciclo de vida curto e grande tolerdncia as variacoes de
temperatura e umidade (DOMINGUEZ; VELANDO; FERREIRO, 2005).

Devido a capacidade de assimilar diversos tipos de substrato, a minhoca
vermelha-da-california, grupo que engloba as espécies E. andrei e E. fetida, vem sendo
utilizada na reciclagem de residuos organicos, possuindo importancia histérica na
atividade da minhocultura, seja visando a comercializagdo de hiumus ou a producao de

iscas para pesca.

Com similaridades morfoldgicas entre ambas as espécies, Eisenia andrei
Bouche, 1972 apresenta corpo uniformemente avermelhado e listras claras pouco
aparentes entre seus segmentos corporais (Figura 5). Essa espécie é mais prolifica,

apresentando taxas mais elevadas de desenvolvimento e reproducdo em comparacao a
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sua assemelhada Eisenia fetida (Savigny, 1826), que, equivocadamente, acaba por ser
0o nome mais utilizado e conhecido (GUIMARAES, 2006). Em varios estudos foi
concluido tratar-se de espécies biologicamente distintas — uma vez que o cruzamento
entre elas ndao gera descendentes vidveis — e que podem, portanto, responder
diferentemente aos efeitos de poluentes em ensaios ecotoxicolégicos (DOMINGUEZ;
VELANDO; FERREIRO, 2005; JANSCH; AMORIM; ROMBKE, 2005).

J‘

/%4

Figura 5. Diferenca no padrao de coloragao entre E. fetida (esquerda) e E. andrei (direita).

Fonte: http://www.minhobox.com.br/materias6-jm.htm

A criacdo massal de minhocas vermelhas-da-califérnia para uso em ensaios
biolégicos faz uso de técnicas adaptadas a partir daquelas empregadas na atividade

comercial da minhocultura.

A criagdo de minhocas com finalidade comercial geralmente visa a produgao
de humus e/ou a produgédo de organismos para a pesca esportiva e para alimentagao
de peixes, aves e répteis em cativeiro. Em virtude da larga utilizacdo de substrato para
promover a alimentacdo e consequente reproducdo das matrizes de minhocas, busca-
se utilizar matéria-prima do entorno da area para evitar gastos desnecessarios com
transporte e logistica de materiais volumosos e de pouco valor econébmico em seu

estado bruto.

O termo vermicompostagem € também encontrado na literatura para
descrever a acao das minhocas sobre a matéria organica contida nos estercos, na

porcao “organica” do lixo domiciliar e nos residuos vegetais, mas a atividade é focada

27



na geragdo do vermicomposto ou humus de minhoca, conhecido fertilizante natural de

solos por conter nutrientes biodisponiveis (LANDGRAF et al., 2005).

No tocante ao relativo rigor no cultivo para fins de ensaios laboratoriais,
torna-se dificil o acesso a fonte segura de esterco para substrato, que teoricamente
seria aquele emitido por rebanhos animais mantidos isentos de aplicagdo de hormonios

e antibidticos e alimentados a partir de vegetais cultivados de forma “organica”.

O substrato utilizado no cultivo das espécies Eisenia spp quase sempre se
compde de esterco de gado semi-curtido ou de material oriundo de compostagem —
processo controlado de degradacdo aerdbia e exotérmica da substdncia organica
biodegradavel, por agcdo da microbiota autéctone, com liberacdo de gas carbdnico e
vapor d’agua e producao de composto final estabilizado e rico em matéria organica
(MASSUKADO, 2008).

7

Ao contrario do que popularmente se dissemina, nao é recomendado
fornecer as minhocas esterco fresco como alimento, pois este pode fermentar e elevar a
temperatura do minhocario, causando fuga ou mesmo a morte das minhocas. Por isso a
necessidade do esterco ter sido submetido a uma pré-compostagem, caracterizando
seu estado semi-curtido (SCHIEDECK et al., 2006).

Para o preparo do substrato, € necessério utilizar matéria-prima de
procedéncia conhecida, isenta de substancias quimicas indesejaveis que podem causar
repulsa aos organismos e modificar suas taxas metabdlicas. Além disso, o material nao
deve conter outras espécies de minhocas, nem predadores, aranhas e formigas, sob

risco de inviabilizar o cultivo controlado e mono-especifico.

Para tanto, torna-se interessante o desenvolvimento de uma técnica simples

e adequada para o cultivo de minhocas viaveis a demanda dos ensaios laboratoriais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Organismo-teste

Para a implantacao do ensaio de fuga com minhocas no Laboratério de
Saneamento (Labsan) da Faculdade de Engenharia Civil, Arquitetura e Urbanismo
(FEC), da Universidade Estadual de Campinas, campus de Campinas — SP, optou-se
pela aquisicdo de um minhocario e um lote matriz de minhocas da espécie Eisenia
andrei da empresa Minhobox®, situada em Juiz de Fora — MG.

A escolha do organismo-teste e os requisitos para sua utilizacdo nos ensaios
basearam-se nas recomendacdes da norma brasileira ABNT ISO 17512-1 (ABNT,
2011).

Os organismos adquiridos foram inicialmente mantidos em substrato oriundo
de compostagem, conforme recomendacédo da empresa fornecedora dos animais. Apés
o primeiro ciclo de consumo, os organismos foram transferidos para um substrato
preparado no laboratorio a partir de sobras vegetais domésticas e desenvolvido nesse
trabalho (ver item 4.2).

O cultivo foi mantido a temperatura ambiente e fotoperiodo natural. As caixas
contendo as minhocas dispéem de uma cobertura de tecido com elastico nas bordas,
responsavel por diminuir a luminosidade no interior e manter a umidade do substrato.
Nos ensaios foram utilizadas minhocas adultas, com presenca de clitelo e massa
corporal individual de 300 a 600 mg (Figura 6).
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Figura 6. Minhocario em caixas: local de cultivo dos organismos.

4.2 Substrato de cultivo

O substrato utilizado para cultivar (alimentar) os organismos foi preparado a
partir de restos vegetais domésticos (cascas, sementes e talos) de frutas, legumes,
hortalicas e chas, misturados a folhas e galhos secos triturados de arvores e arbustos.

A mistura foi realizada em caixa reforcada de polipropileno, medidas internas:
14 cm x 30 cm x 37 cm (A x L x C), capacidade 15,5 L, com fundo perfurado e
sobreposta a outra caixa de igual dimensédo e fundo integro. No interior da caixa
superior foram adicionados semanalmente 4 L de restos vegetais domésticos e 4 L de
folhas e galhos secos triturados, durante um més.

A caixa superior teve seu fundo (base) perfurado em 80 orificios de 5 mm de
didmetro, distribuidos de forma equidistante para permitir a drenagem do liquido
resultante da degradacao do composto para a caixa inferior (Figura 7).

De forma a manter a umidade necessaria para o processo de degradacao do
material, duas vezes por semana foi adicionada agua da rede de abastecimento (~500

mL) sobre a mistura e a mesma revolvida com o auxilio de uma pa.

Apoés o primeiro més, considerado de preenchimento da caixa, cessou-se a
adicao de material e foram realizadas apenas as tarefas de adicdo de agua
(umedecimento) e revolvimento do substrato por mais um més, de forma a preparar o

substrato para o fornecimento aos organismos.

Periodicamente, a caixa inferior foi drenada manualmente de forma a retirar o
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liquido proveniente da degradacdo dos compostos da caixa superior.

O sistema constituido pelas caixas sobrepostas foi mantido a temperatura
ambiente e fotoperiodo natural, sendo a caixa superior recoberta por tecido de
porosidade fina (tipo voal) a fim de evitar a aproximacdo de insetos e permitir a
imprescindivel aeragcao do composto.

O método escolhido de preparo do substrato foi empregado apoés
observagdes decorrentes dos experimentos de Carvalho (2012) em cultivar minhocas
vermelhas-da-califérnia no mesmo substrato desde o inicio do processo de degradacgao
da mistura composta por residuos vegetais domésticos e folhas secas.

A: caixa superior com base perfurada para drenagem de liquido; B: caixas sobrepostas antes do inicio do
preparo do substrato; C: caixa superior apds 12 semana de preenchimento.

Figura 7. Caixas sobrepostas para preparo do substrato de cultivo. Fonte: CARVALHO (2012)

4.3 Solo-teste e analises fisicas e quimicas

O solo utilizado para os ensaios com a substancia de referéncia (acido
bdrico) e o antimicrobiano avaliado (sulfadiazina) é o chamado solo artificial tropical
(SAT), constituido por uma mistura de areia fina (70%), argila branca ou caulim (20%) e
pd de fibra de coco (10%). O SAT foi proposto por Garcia (2004) a partir de adaptacao
do solo artificial preconizado pelas normas OECD (1984) e ISO (1993). Tal adaptacao
refere-se a substituicdo da turfa de esfagno (por¢do orgénica do solo) pela fibra de
casca de coco.

A areia fina (n? 100, granulometria 0,1 mm) foi adquirida junto ao Instituto de

Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Sao Paulo (IPT), onde foi submetida a lavagem
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para retirada de material orgénico, secagem em forno rotativo (~250°C) e
peneiramento. Foi utilizada argila branca (caulim em pé U.S.P. 26) da marca Synth e
fibra de coco: substrato agricola Golden Mix granulado T-80, da Amafibra (Figura 8).

Antes do preparo do solo artificial, por¢coes de fibra de coco foram mantidas
em bandejas plasticas, peneiradas em malha de 2 mm e submetida a secagem natural
(temperatura ambiente) por uma semana, com revolvimento diario, para garantir que o
material estivesse visivelmente seco antes da mistura a areia e a argila para a formagao
do SAT seco.

Antes da mistura dos materiais, utilizando-se de uma balanga digital,
tomaram-se quantidades de areia, argila e fibra de coco (em bandejas) suficientes para
o preparo de porcdes de 6 kg de SAT. O conteudo das bandejas foi cuidadosamente
vertido para um saco plastico (autoclavavel, 20 L, Alfa), o qual foi fechado e agitado
manualmente por 5 minutos para permitir uma homogeneizacdo adequada dos

componentes do chamado SAT.

Como ja descrito, para o adequado desenvolvimento, a espécie E. andrei
prefere ambiente na faixa de pH variando de neutro a ligeiramente &cido (JANSCH;
AMORIM; ROMBKE, 2005). Quando necessario, o pH do solo-teste foi ajustado para
6,0 £ 0,5 com adicdo de quantidades suficientes de carbonato de calcio (CaCOj),
Synth. A determinac¢ao do pH do solo foi baseada em ISO (1994) (Apéndice A).

Apés a mistura do material seco, o solo foi distribuido em porgdes de 1 kg
(em bandejas plasticas menores) para aguardar a adicao da agua (no caso do controle)
ou da solucao-teste, antes do inicio do ensaio. A umidade foi ajustada para 60% da
capacidade maxima de retencdo de agua (CMRA). A determinacdo da umidade e da
CMRA do solo foi realizada segundo Monteiro e Frighetto (2000) (Apéndice A).
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Figura 8. Material para preparo do solo artificial tropical (SAT)

4.4 Substancia-teste

O antimicrobiano sulfadiazina (SDZ; 4-amino-N-pirimidina-2-il-
benzenosulfonamida; registro CAS no. 68-35-9; 99%) foi adquirido de Sigma- Aldrich,
Bélgica. No dia anterior ao ensaio, uma solugdo-estoque a 250 mg L' de SDZ foi
preparada utilizando agua ultrapura (milli-Q), proveniente de um sistema de purificacao
Millipore® (EUA). Em béquer de vidro, 0,5 L de agua contendo a substancia-teste foi
aquecida a 60°C, sobre chapa aquecedora com agitagdo magnética constante, sob

exaustao.

As solucbes-teste para o ensaio de fuga foram preparadas no dia do ensaio
a partir da diluicio da solucdo-estoque (250 mg L™). A prépria solugéo-estoque também
foi utilizada como a solugédo-teste mais concentrada. Portanto, as concentracdes
utilizadas foram de 0,025; 0,25; 2,5; 25 e 250 mgspz L.

4.5 Ensaio de fuga

Para o ensaio de comportamento de fuga, as solugbes aquosas de
sulfadiazina (400 mL) foram incorporadas ao solo artificial tropical manualmente de uma
Unica vez no inicio do ensaio e o material revolvido com auxilio de espatula, resultando
nas concentracdes de 0,01; 0,1; 1, 10 e 100 mgspz kg no SAT. No solo controle
adicionou-se apenas agua ultrapura. Os volumes de agua para incorporacdao ao SAT
foram calculados de forma a ajustar a umidade para 60% da capacidade maxima de
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retencdo de agua (CMRA) do solo, determinada previamente.

Uma vez que a solubilidade da sulfadiazina é baixa (77 mg L' a 20°C) e
também depende da forma como foi cristalizada, durante sua solubilizacdo, preferiu-se
adotar uma temperatura mais elevada (60°C) e agitacao constante — condi¢cdes que nao
sdo suficientes para degradar a molécula (Doretto, comunicacdo pessoal’). Outra opcao
seria dissolvé-la em solvente organico (metanol, acetona), porém tal procedimento

poderia resultar em possiveis efeitos indesejaveis aos ensaios de fuga.

Os ensaios de fuga foram realizados segundo a norma NBR ISO 17512-1
(ABNT, 2011), uma traducédo do protocolo ISO (2008). Visando ao atendimento de
condi¢des tropicais, modificou-se a temperatura de exposicédo, de 20° C para 25° C.
Mesma adaptacao foi empregada por Garcia et al. (2008) e Nunes et al. (2012), em
ensaio com solo artificial com a mesma constituigcdo do utilizado no presente estudo, em
temperatura de 28 £ 2° C e 25 + 2°C respectivamente, ndo verificando problemas com a

validagdo do método.

Nesse trabalho foram realizados 4 ensaios de fuga com o antimicrobiano
sulfadiazina e 4 ensaios com a substancia de referéncia (acido bérico), sendo que cada
ensaio, realizado em dias diferentes, demandou o uso de 12 kg de SAT (em massa

seca) e 240 organismos (minhocas adultas cliteladas).

Cada série de ensaios foi realizada utilizando-se 5 concentracdes diferentes
do composto teste, sendo cada uma delas em quadruplicata, ou seja, com 4
recipientes-teste. Conforme a Figura 9, os recipientes sao frascos de polipropileno, de
base circular, diametro basal de 12 cm e altura de 9 cm, com capacidade para 1000 mL.
A tampa dos recipientes é perfurada e seu volume interior pode ser dividido ao meio

pela insergdo de um divisor plastico removivel.

Uma das secdes dos recipientes foi preenchida com aproximadamente 350 g
de solo controle (SAT + agua), enquanto a outra metade foi preenchida com a mesma

'. Keity Margareth Doretto concluiu seu doutorado em 2012 no Instituto de Quimica da Unicamp e sua
tese tratou, entre outros temas, sobre a sorcao de sulfadiazina em solos. A autora contribuiu com
informagdes para o presente trabalho.
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quantidade de solo-teste (SAT + solugcdo aquosa da substancia quimica).

O divisor foi removido e, em seguida, foram colocadas 10 minhocas
(previamente aclimatadas por 24 horas em 1 kg de solo controle) na linha diviséria entre
os dois substratos que se encontram no mesmo recipiente, lado a lado (Figura 8). As
minhocas foram selecionadas ao acaso da bandeja de aclimatagdo e adicionadas
diretamente aos recipientes-teste, sem qualquer tratamento.

Diferentemente da recomendacdo encontrada em alguns trabalhos, os
organismos-teste nao foram lavados e secos em papel absorvente antes da utilizagdo
no ensaio, para evitar liberacao de liquido celomatico pelo epitélio e possivel estresse

do organismo.

Figura 9. Representagbes do recipiente-teste no ensaio de fuga.

Todas as réplicas foram mantidas por 48 horas em equipamento incubadora,
em condi¢des controladas de fotoperiodo (12 h de luz: 12 h de escuro) e temperatura
de 25 + 1°C.

ApGs o periodo de exposicdo, o divisor plastico foi reintroduzido nos
recipientes, separando os solos controle e tratamento e foi realizada a contagem visual
do numero de organismos presentes em cada sec¢ao do frasco. Na eventualidade de
algum organismo sofrer corte em seu corpo durante o procedimento de insercao do
divisor nos recipientes, considerou-se a presenca desse organismo na se¢ao contendo
a parte anterior do corpo. O principio do método esquematizado pode ser conferido na
Figura 10.

Foi executado concomitantemente aos ensaios, o teste de controle dual, em
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que 4 replicatas contém solo controle em ambas as metades (se¢des) do recipiente-
teste. O teste verifica o atendimento a um dos critérios de validagdo do ensaio: a
distribuicdo homogénea dos organismos nos recipientes-teste, na auséncia de

contaminantes.

Anotou-se o numero de minhocas mortas ou perdidas durante o periodo de
ensaio, se aplicavel, uma vez que o mesmo é considerado invalidado se esse numero

for superior a 10% em cada uma das concentra¢des avaliadas.

Os ensaios de sensibilidade realizados periodicamente visam estabelecer a
carta-controle para o organismo-teste e foram executados de forma semelhante, no
entanto a substancia quimica utilizada foi o acido bérico (H3BO3) P.A., 99,5 a 100,5%,
Nuclear (substancia de referéncia) e as solugdes-teste foram preparadas no dia de
inicio do ensaio, nas concentragdes de 312,5; 625; 1250; 1875 e 3750 mg L™ de H3BOs,
para se obter, no solo-teste, as respectivas concentracées de 125, 250, 500, 750 e

1500 MQJH3B0O3 kg1

Incubagéo: 48 h

10
Organismos

Tampa plastica

Migragdo Livre

Figura 10. Esquema do ensaio de fuga, representando a sequéncia de a¢gdes em um recipiente-teste.

4.6 Analise dos dados

A resposta dos ensaios com SAT contendo sulfadiazina ou acido bérico é
calculada em termos de porcentagem de fuga por concentracdo, de acordo com a
formula (ABNT, 2011):
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% =[(nC —nT)/N] 100

Em que:

% = porcentagem de fuga

nC = numero de minhocas encontradas na secao B (solo-controle)

nT = numero de minhocas encontradas na se¢éo A (solo-teste)

N = numero total de minhocas (soma das replicatas por concentragéo)

Respostas negativas (ou seja, as minhocas preferem o solo-teste) séo
consideradas como 0% de fuga.

O solo é considerado toxico quando mais que 80% dos organismos expostos

preferem o solo controle (fuga >60%).

Foi escolhida a prova exata de Fisher para analisar a significancia da
resposta de fuga, utilizando o teste unicaudal, com a hip6tese nula de que, na auséncia
de efeito adverso, 50% dos organismos se encontram no solo contaminado (NATAL-
DA-LUZ; ROMBKE; SOUSA, 2008). As andlises foram realizadas com auxilio do
programa BioEstat 5.4 e os graficos construidos utilizando o MS Excel 2010. A
Concentracao Efetiva Mediana ap6s 48 horas de exposicdo (CE50-48h) foi estimada
pelo método Spearman-Karber (ABNT, 2011).

Para o ensaio de controle dual, foi considerada a média mais ou menos o
desvio padrao do numero de organismos encontrados em cada secao do recipiente-
teste. Para validar o ensaio, as minhocas devem apresentar uma distribuicao
homogénea, compreendida entre 40 a 60% de presenca em cada se¢ao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir sdo apresentados os resultados obtidos no estabelecimento do
cultivo de Eisenia andrei e os dados referentes aos ensaios de fuga utilizando o

antimicrobiano sulfadiazina e a substancia de referéncia acido bérico.

5.1 Estabelecimento do cultivo dos organismos

O método de preparo do substrato para fornecimento aos anelideos baseou-
se na pré-compostagem em caixas. De acordo com as condi¢des e prazos estipulados
de preparo (ver item 4.2), a mistura controlada de restos vegetais domésticos e matéria
vegetal seca foi suficiente para o preparo do substrato de cultivo (Figura 11).

A: camada inicial de matéria vegetal seca cobrindo todo o fundo da caixa.

B: adicao de 2 L de residuos vegetais domésticos.

C: adi¢ao de 2 L de matéria vegetal seca. Caixa ap6s sucessivos preenchimentos.
D: Adicao de 0,5 L de agua da rede de abastecimento.

E: Aspecto do substrato apdés 1 més de preenchimento e degradagao do material.

Figura 11. Sequéncia de preparo do substrato.

O substrato preparado a partir de cascas, sementes e talos de frutas,
legumes, hortaligas e chas, misturados com folhas e galhos secos atingiu um estado
aqui chamado de pré-composto apds 2 meses do inicio do preenchimento da caixa,
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guando ja se encontrava com uma coloracdo mais escura e sem a geragao de liquido

oriundo da decomposi¢cao da matéria, tampouco exalagao de odores.

E importante que se faca a adicdo semanal de agua e o revolvimento do
material para propiciar as condicbes adequadas para a degradacdo aerodbia
caracteristica do processo de compostagem. A quantidade de agua adicionada sofreu
leve ajuste em decorréncia da temperatura e umidade do ar, de forma a umedecer bem

todo o composto até perceber o gotejamento de agua na caixa inferior.

Varios materiais foram usados como matéria-prima durante o preenchimento
da caixa. De fato, quanto maior a diversidade de alimentos utilizados (dentre os
permitidos para 0 processo), maior sera a riqueza nutricional do substrato e,
consequentemente, fornecera organismos saudaveis, gerando um humus igualmente
rico em nutrientes (LANDGRAF et al., 2005).

Nao faz parte das metas do presente trabalho um estudo profundo sobre o
substrato ideal para o cultivo dos anelideos, mas descrever uma forma de preparo
simples que se mostrou adequada para cultivar organismos em area reduzida e com
material de procedéncia conhecida. Variagbes nos tipos de matéria seca e alimentos
utilizados podem fornecer substratos com diferentes caracteristicas.

Dentre os procedimentos e materiais inicialmente testados, o substrato
proposto demonstrou resultados satisfatorios na criagdo das minhocas e foi preparado
intercalando-se restos dos vegetais abaixo discriminados com uma camada de folhas
ou galhos secos triturados, até o preenchimento da caixa plastica. Os vegetais foram

adicionados na seguinte ordem:
e Cascas de batata (2 L)
e Cascas de cenoura (2 L)
e Cascas de mandioca ou batata-doce (2 L)
e Folhas verdes (alface, agriao, rucula, couve) (2 L)

e Partes de frutas (banana, maca, péra, caqui, tomate) (2 L)
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Sugere-se que a adi¢ao seja feita 2 vezes por semana em caixa refor¢cada de
polipropileno, medidas internas: 14 cm x 30 cm x 37 cm (A x L x C), com fundo
perfurado e sobreposta a outra caixa de igual dimenséo e fundo integro e, a cada nova
adicao, cobrir distribuindo igual volume de matéria seca e adicionar agua (500 mL).
Quando a caixa estiver cheia (0 que deve acontecer ao final da 22 semana), diminuir a
frequéncia de adicdo de material para 1 vez por semana. Dessa forma, ha-tempo
suficiente para que o material inicialmente adicionado entre em estado de
decomposicdo e consequente diminuicdo do volume, para a adicdo de novos
substratos, que devem ser misturados dessa vez ao material ja presente na caixa e

coberto com matéria seca.

O procedimento acima deve ser repetido até o final da 42 semana. Durante o
més seguinte, enquanto se prepara uma nova caixa, na primeira devem ser realizadas
apenas as tarefas de revolvimento e umedecimento. O liquido que naturalmente é

drenado para a caixa inferior do conjunto deve ser esgotado periodicamente.

O composto escuro proveniente da caixa superior apos 2 meses de inicio do
preparo apresenta caracteristicas de um substrato pré-degradado, ou seja, mostrou-se
Umido, grosseiramente particulado e nao totalmente homogéneo. O revolvimento
periédico do composto foi importante para evitar processos anaerébios de degradacéao

e evitar exalacao de mau cheiro das caixas.

Trata-se de um composto descaracterizado (ndo se reconhece mais as
partes vegetais inicialmente adicionadas), embora nao seja considerado totalmente
homogéneo, uma vez que o processo de sua formacdo ndo é uma compostagem

completa.

A aceitagao das minhocas pelo substrato foi verificada pelo chamado “teste
das quatro”, em que 4 animais adultos sdo colocados na superficie do substrato pronto,
em ambiente escuro, uma em cada canto da caixa, e verifica-se 0 comportamento dos
organismos. Se pelo menos uma delas se deslocar pela superficie do substrato,
procurando as bordas da caixa para sair daquele ambiente, pode se considerar um
indicativo de que o substrato ndo esté totalmente pronto ou maduro, devendo retornar
para a etapa de preparo. No entanto, se as minhocas rapidamente adentram o
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substrato, deixando a superficie para por¢cdes abaixo, € sinal de que o substrato esta

adequado para ser utilizado na alimentacao e cultivo dos organismos.

De fato, 0 método basico acima descrito tem seu valor pratico, uma vez que
a presenca da substancia catequina, um polifenol de aspecto cristalino, incolor e soluvel
em agua, presente em partes vegetais vivas, causa repulsa as minhocas,
provavelmente devido a sua impalatabilidade que naturalmente as inibe de se alimentar
de folhas integras e raizes de plantas, por exemplo. No entanto, a medida em que a
degradacdo da matéria vegetal se processa, decresce a concentracdo de catequina,
aumentando a aceitacdo do substrato pelas minhocas (GUIMARAES, 2003).

Outra evidéncia da aceitacdo do substrato pelos organismos foi a elevada
presenca de casulos (pequenas bolsas amareladas que contém os ovos) apdés um
periodo de consumo pelas minhocas adultas, indicativo da ocorréncia de reproducao
(Figura 12). Conforme ja comentado na revisdo da literatura, a energia é comumente
alocada para reproducdo quando primeiramente se atendem as condicées ambientais
que permitem a sobrevivéncia e o crescimento. A presenca de inumeros casulos de
minhocas, que futuramente dardo origem a filhotes, indica a aceitabilidade do substrato
pelos organismos e permite o estabelecimento de um cultivo adequado para suprir as
necessidades de ensaios bioldgicos e o desenvolvimento de vérias geracbes de
organismos, desde que atendidas as necessidades basicas de manejo, segundo as

técnicas da minhocultura.

. il

Figura 12. Substrato alternativo pronto, com ampliacdo para os casulos de E. andrei.
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A presenca de elevada granulacdo e espacos vazios no substrato descrito,
além de favorecer o deslocamento e o encontro dos organismos, com consequente
alinhamento para cépula, também é responsavel por arejar suficientemente o substrato,

evitando problemas decorrentes da anoxia que afeta substratos muito compactados.

Por suas caracteristicas, o substrato desenvolvido nesse trabalho simula as
condi¢cbes naturais de habitat das minhocas detritivoras, como E. andrei, que habitam
extratos superficiais e mais porosos do solo, onde encontram maior abundéancia de

alimento.

O desenvolvimento de um substrato de cultivo alternativo para esse trabalho
justifica-se pela necessidade de evitar a presengca de eventuais concentragcbes de
antibidticos, agrotoxicos, horménios ou patdégenos inerentes a matéria-prima do esterco,

tao utilizada na vermicultura tradicional.

Ainda, como a substancia de interesse avaliada no presente trabalho € um
antimicrobiano de administracdo na pecuaria, dificil seria garantir sua auséncia nos
dejetos dos animais, ou seria necessario proceder a quantificagdo quimica do mesmo
na matriz do esterco, afastando-se do foco desse trabalho. A sulfadiazina ja foi
detectada em amostras de esterco proveniente de avicultura em concentracoes
proximas a 100 mg kg' (MARTINEZ-CARBALLO et al., 2007), sendo essa a
concentracdo mais elevada utilizada nos ensaios de fuga com o solo contaminado

artificialmente.

Certamente a utilizacdo de folhas e cascas de frutas, legumes e verduras
nao afasta completamente a presenca de substancias quimicas indesejadas no
substrato, mas diminui essa possibilidade, uma vez que tais insumos séo lavados e/ou
cozidos antes da utilizagdo doméstica e posterior segregacao das porcdées nao
aproveitadas, que serao direcionadas ao preparo do substrato.

O método de realizagao dessa pré-compostagem caseira em caixas mostrou-
se suficiente para o preparo do substrato de cultivo a partir de restos vegetais
domésticos e matéria vegetal seca, no prazo e condigdes estipuladas. O substrato foi
adequado ao crescimento, reproducao e desenvolvimento das minhocas E. andrei, para

atingir condi¢do requerida para os ensaios ecotoxicoldgicos.
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5.2 Caracterizacao fisica e quimica do solo-teste

A umidade do solo-teste foi ajustada para 60% da capacidade maxima de
retencdo de agua (CMRA = 77,5%, Tabela 4). Nos primeiros ensaios, notou-se o solo
demasiadamente umido, de forma que, ao comprimi-lo, ainda se visualizava agua. No
entanto, nos ensaios seguintes adotou-se o correto procedimento de secagem natural
da fibra de coco (a porgdo organica do solo artificial tropical, SAT) em bandejas, por
uma semana e com revolvimento diario, seguida de peneiramento. Com o procedimento
de secagem e a adicao de 465 mL de agua/ kg SAT seco (60% da CMRA) obteve-se

um solo adequadamente umido pra o ensaio.

A norma brasileira que trata do ensaio de fuga, ABNT (2011), recomenda
umidade do solo-teste em torno de 60% da CMRA, mas ressalta que a umidade ideal é
alcangada quando o solo ndao mais libera agua apés compressao. Os protocolos de
ensaio ISO 11268-1 (1993), ISO 11268-2 (1998), ISO 17512-1 (2008) e OECD 222
(2004) recomendam umidade ajustada de 40% a 60% da CMRA. Nunes (2010), cujo
trabalho também contemplou ensaios de fuga de minhocas em SAT, adotou umidade a
50% da CMRA.

Na Tabela 4 é apresentada uma caracterizagdo inicial do solo-teste
empregado nesse estudo. Visando o ajuste do pH no valor alvo de 6,0, para evitar
efeito no comportamento dependente de condicdes abidticas inadequadas, adicionou-
se 0,5 g de carbonato de calcio (CaCOj3) durante a mistura dos componentes para o
preparo de 1000 g de SAT seco.

Tabela 4. Dados quimicos e fisicos do solo artificial tropical (SAT) preparado para uso nos ensaios de
fuga.

pH Capacidade maxima Umidade antes da Umidade apés
CaCl de retencao de agua  adicao de agua adicao de agua
5,8 6,6
77,5 0,3 51
+ 0,07 +0,14

43



5.3 Validacao do ensaio de fuga

Os critérios de validagdo do ensaio de fuga (item 4.5, pagina 34) foram
atendidos, uma vez que nao foi observada mortalidade ou perda de organismos e,
durante o ensaio de controle dual, os mesmos distribuiram-se de maneira equitativa em

ambas as sec¢des dos recipientes-teste (Figura 13).

A norma que trata desse ensaio de fuga estipula um limiar de distribuicao
das minhocas entre 40 a 60% de presenca em cada lado do recipiente, quando se
utiliza o mesmo solo em ambas as seg¢des (ABNT, 2011). Portanto, com uma
distribuicao obtida de 48% dos organismos na secédo A e 52% organismos na se¢ao B,

o ensaio fica validado, demostrando a adequagéo das condigdes de exposigcao.
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Figura 13. Ensaio de controle dual: porcentagem de organismos (média + desvio padrao, n = 20) em
cada secao do recipiente-teste. Nao houve diferenca estatistica na distribuicado dos organismos na prova
exata de Fisher (p = 0,05).

Em relagdo ao ensaio de sensibilidade, para aferir o funcionamento e
reprodutibilidade do método, ensaios com a substancia de referéncia foram executados

e as respostas aferidas resultaram no grafico da Figura 14.
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As concentragdes de acido borico no solo causaram respostas de fuga com
tendéncia crescente ao aumento da concentracdo, sendo significativas as
concentragdes de 750 e 1500 mgwseos kg™, de acordo com a prova exata de Fisher, e
ndo significativas as concentragdes mais baixas, de 125, 250 e 500 mgussos kg™, por
resultarem em respostas de fuga préximas a faixa considerada de distribuicdo normal

dos organismos.

A concentracdo de 125 mgnssos kg provocou atragdo dos organismos
(23%), no entanto, a norma ABNT preconiza considerar 0% de fuga sempre que houver
entre 0 e 80% de preferéncia pelo solo com tratamento em detrimento do controle. Nao
obstante, optou-se por manter no grafico o valor negativo da resposta de fuga (atracao),
pois dependendo da magnitude do efeito atrativo, este também deve ser investigado.
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Figura 14. Ensaio de sensibilidade com a substancia de referéncia: porcentagem de resposta de fuga
(médias + desvio padréo, n = 8) de Eisenia andrei em solo artificial tropical (SAT) com diferentes
concentragdes de acido boérico. As barras representam os desvios-padrédo. (ns) = resposta nao
significativa (p = 0,05); (s) = resposta significativa (p < 0,05), segundo a prova exata de Fisher.
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Princz e Scroggins (2003) obtiveram resposta negativa (10% de atragao)
para a concentragdo de 250 mgusgos kg™, quando utilizada E. andrei exposta a um solo
de referéncia coletado em campo e baixa resposta positiva (7% de fuga) para a
concentracdo de 125 mgussos kg™

O fendmeno da atracdo pode ser devido a auséncia de efeito repelente
naquela concentragdo testada ou a otimizacdo de alguma condicdo abidtica
proporcionada pela substancia quimica quando em baixas concentragdes no SAT.

De fato, 0 ensaio de sensibilidade indicou que os organismos responderam,
segundo uma curva dose-resposta, ao efeito repelente da substancia de referéncia
acido bdrico. A concentracao efetiva mediana, apés 48 h de exposicao (CE50-48h)
resultou em 819 mgussos kg'1, com intervalo de confianca (a 95%) de 628 a 1066

Mgssos kg™

Essa concentragdo de 819 mgussos kg', é portanto, segundo o método
estatistico Spearman-Karber, a concentracao responsavel por causar a fuga de 50%
dos organismos expostos ao acido borico, no solo artificial tropical, apds 48 horas de
exposi¢ao nas condigdes especificas do ensaio realizado no presente trabalho.

No trabalho desenvolvido por Princz & Scroggins (2003), em que foram
realizados diversos ensaios comparativos em solo de referéncia (chernozem negro de
Alberta) e utilizado recipiente-teste de duas secbes, o valor de CE50-48h para a
resposta de fuga de Eisenia andrei ao acido bérico foi de 794 mgussos kg™, (limites de
537 a 1202 mgussos kg'), semelhante ao obtido nesse estudo (819 mguseos kg™),
atendendo assim ao critério da norma ABNT (2011).

Devido a faixa obtida de sensibilidade a substancia de referéncia e a
auséncia de mortalidade durante o ensaio em quaisquer das réplicas, assegura-se a
aptidao e sensibilidade da populacdo de minhocas Eisenia andrei cultivadas pelo
método alternativo exposto, em area do Laboratério de Saneamento — DSA — FEC -
Unicamp, para utilizagdo em ensaios de fuga.
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Um modelo de formuldrio para auxiliar no preparo e execugcado do ensaio de
fuga com &cido bdrico, desenvolvido neste trabalho, assim como o resultado do
programa estatistico, encontra-se no APENDICE B.

5.4 Efeito de sulfadiazina sobre o comportamento de fuga

Foram executados uma série de ensaios para estabelecer a faixa de
comportamento de fuga apresentada pelo organismo-teste para a substancia estudada
(sulfadiazina), cujos resultados podem ser conferidos na Figura 15. Os resultados
obtidos em ensaios preliminares com a substancia-teste indicavam um comportamento
de fuga dos organismos a partir da concentracdo de 1,0 mgspz kg”'. Nos ensaios
definitivos, contudo, esse comportamento n&o foi reproduzido, ou seja, os resultados

foram diferenciados.

Norr e Riepert (2007) reportaram uma evidente absorcao, e, também, uma
bioacumulagdo néo significativa de sulfadiazina (marcada com carbono 14) em
minhocas E. fetida, concluindo ser a discreta bioacumulagdo devida as proprias
caracteristicas quimicas do antimicrobiano (baixo coeficiente de particdo octanol-agua)
e seu comportamento no solo dependente da presenca de coldides e substancias
organicas dissolvidas no dejeto liquido de suinos contendo o farmaco.

O ensaio de respiragcao induzida pelo substrato (RIS) é frequentemente
utilizado como um parametro funcional para o estudo da comunidade microbiana do
solo. Verificou-se que a sulfadiazina atrasa o inicio da RIS por varios dias, em
concentragdo de 1 mgspz kg (a dose mais baixa estudada), constatacdo apoiada por
alteracdées na composi¢cao da comunidade microbiana. Ja clortetraciclina ndo afetou a
RIS mesmo em concentragdo de 50 mg kg™ (ZIELEZNY et al., 2006).
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Figura 15. Ensaio com sulfadiazina: porcentagem de resposta de fuga (médias + dp, n = 8) de Eisenia
andrei em solo artificial tropical (SAT) com diferentes concentracdes de sulfadiazina. *1 mg kg™': tnica
resposta significativa, segundo a prova exata de Fisher.

Analisando-se os resultados obtidos, foi observado que as respostas nao
estavam associadas a curva concentragdo-resposta tradicional. Mesmo em
concentracoes mais elevadas que aquelas normalmente encontradas no ambiente, nao
se obteve resposta de fuga maior que 30%, na média dos ensaios com SAT.

Uma curva do tipo concentracdo-resposta ou dose-resposta € a relagao
quantitativa entre a concentracao experimental e os efeitos adversos. Para a maioria
das substancias quimicas, essa relacao é sigmoidal, de tal forma que os efeitos
aumentam abruptamente acima de wuma determinada concentragdo limiar
(CLOTFELTER et al., 2004).

Tal abordagem parece funcionar bem quando a toxicidade da substéancia é
imediatamente aparente e ha uma relacdo monotbnica simples entre a dose e a
resposta. No entanto, diversos contaminantes emergentes e interferentes endécrinos

diferem dos poluentes classicos nessa relacdo. Primeiro porque nem sempre o dito
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popular “a diferengca entre remédio e veneno é a dose” se aplica a essa classe de
compostos e, segundo, porque o efeito de alguns deles sdo mais acentuados quando
em baixas concentracdes (CLOTFELTER et al., 2004).

As relacbes concentracéo-resposta ndo usuais, como as em forma de “U” e
‘U invertido - N” ocorrem com alguns xenobidticos. A curva em “U” ocorre quando o
maximo efeito é produzido em concentragées muito baixas e muito altas, mas ndo em

concentracdes intermediarias; na curva em “U invertido” ocorre o contrario.

Tais curvas sao bastante controversas em ecotoxicologia, pois contradizem a
arraigada crenca de que as doses ou concentracdes e suas respectivas respostas
seguem uma relacdo de linearidade. Nao por acaso, a maioria das substancias
quimicas tém seus niveis de seguranca ambiental estabelecidos com base nesse

pressuposto.

Acredita-se que ocorra uma subnotificacdo das relagdes concentragao-
resposta nao lineares, com pouca representatividade de publicacdo, devido ao seu
desvio em relagcado ao dogma toxicologico (CALABRESE; BALDWIN, 2003). A deteccgao
dessas relacbes € um campo no qual os estudos comportamentais podem contribuir de

forma significativa com a ecotoxicologia.

bY

Os resultados obtidos com Eisenia andrei exposta a sulfadiazina, foram
apresentados e discutidos com base nas explanagdes acima colocadas. Nao houve
uma preocupacao na utilizacado de outro organismo-teste para obtencdo de uma curva
concentracao-resposta linear e comparacao de resultados.

Dados de toxicidade da sulfadiazina utilizando-se diferentes testes e
organismos estdo mostrados na Tabela 3 (pagina 25), em que se sobressai o valor de
CE50 = 70 pg L™ para ensaio cronico de inibigdo do crescimento da macréfita Lemma
minor (BIALK-BIELINSKA et al., 2011), o que sugere uma concentragao protetiva para o

ambiente abaixo desse valor.

Embora poucos trabalhos tenham demonstrado efeitos toxicos diretos aos

invertebrados terrestres, ndo se pode excluir a possibilidade de efeitos indiretos sobre
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os organismos de solo em concentracbes mais baixas devido as alteragdes na cadeia
alimentar terrestre (SCHMITT; ROMBKE, 1998).

De fato, a relagdo dos antibiéticos com a ecotoxicologia € pouco explorada,
devido aos trabalhos serem direcionados principalmente as alteracbes nas
comunidades bacterianas (alvo dos antimicrobianos) e pouca atencdo é dada aos
organismos nao-alvo, para os quais sdo esperados, geralmente, mais efeitos indiretos

(relacionados as alteragdes no equilibrio microbiano do solo) e raros efeitos diretos.

Embora Boleas et al. (2005) tenham reportado a auséncia de mortalidade em
minhocas expostas a concentracées de até 100 mg de sulfacloropiridazina por kg de
solo utilizando-se de sistemas de ensaio multiespécies, este dado estd longe de
significar a inocuidade ambiental das sulfonamidas. E importante esclarecer que, ao
exibir efeitos inibidores do crescimento de bactérias e protozoarios, as sulfonamidas
podem afetar de forma desconhecida outros organismos nao alvo em diferentes niveis

tréficos, expostos a outros compartimentos ambientais, em concentracées diversas.

Até o momento ndo ha dados na literatura especializada envolvendo a
execucdo de um ensaio de fuga com minhocas expostas a antimicrobianos.
Evidentemente, tais compostos devem ser muito mais ativos para microrganismos, pela
propria definicdo. No entanto, ha um desafio na discussé&o de temas pouco explorados,
como no caso aqui estudado, mas alguns fatores serdo mais bem discutidos nos

topicos abaixo:

¢ Microbiota do solo-teste:

O fato de os antimicrobianos agirem sobre as bactérias no solo pode, por si
s0, influenciar o comportamento direcional dos oligoquetas nos ensaios de fuga. A
opcao pela utilizagdo de solo artificial, em detrimento de matrizes naturais, que ja foram
descritas na literatura (GARCIA-GALAN; DIAZ-CRUZ; BARCELO, 2009; SCHAUSS et
al., 2009), justifica-se devido a pobre microbiota esperada no SAT.

Se fosse utilizado solo natural com sulfadiazina para o ensaio de fuga (cujo
resultado baseia-se na observacao da preferéncia do organismo por dois solos lado a
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lado — tratamento e controle), apenas o efeito antimicrobiano, mesmo na possivel
auséncia de qualquer efeito téxico, ja poderia selecionar o solo controle como o mais

adequado e, portanto, preferido dos organismos.

Segundo estudos de Zirbes et al. (2011), os microrganismos sao
considerados os principais componentes das dietas das minhocas e a principal fonte de
emissao de compostos organicos volateis em ecossistemas terrestres, sugerindo que o
senso olfativo desses anelideos exerga importante papel no forrageamento. De acordo
com os autores, as estratégias alimentares de varias espécies de minhocas sugerem
orientacdo e locomogao direcionada a determinadas fontes de alimento, incluindo

espécies de protozoarios, bactérias, fungos e plantas.

Principalmente para espécies epigéicas como E. andrei, que se alimentam
na liteira/serapilheira, os fungos terrestres s&o considerados fonte importante de
alimento. Nos ensaios de preferéncia alimentar conduzidos por Bonkowski et al. (2000),
postulou-se que a preferéncia das minhocas por diferentes espécies de fungos pode ser
devida ao valor nutricional da espécie fungica ou a presenca de substancias antibiéticas
ou metabdlitos no micélio.

Kotzerke et al. (2010) concluiram que o esterco contaminado com
sulfadiazina reduzia a abundancia de bactérias desnitrificantes no sistema digestério de
E. fetida em até dez vezes pela exposicdo a solo contendo 100 mgspz kg™, afetando

também as bactérias desnitrificantes do solo.

Considerando o solo artificial utilizado no presente trabalho, seus principais
constituintes (areia fina e argila branca) passam por processos que reduzem ou
eliminam a presenca de microrganismos, uma vez que a areia € submetida a forno
rotativo (250° C) e a argila é esterilizada, representando 90% do solo artificial composto
por material com baixa carga microbiolégica esperada.

Caso fosse utilizado solo natural nos ensaios, a secdo do recipiente
contendo sulfadiazina poderia ter parte de sua microbiota natural reduzida pelo efeito
esperado do antimicrobiano, direcionando os anelideos ao solo controle (sem a

sulfonamida), o que poderia resultar em uma resposta de fuga nao relacionada a

51



toxicidade, uma vez que os organismos estdo apenas a buscar um solo

microbiologicamente mais rico, na procura por alimento e abrigo.

e pH:

Em relagdo as caracteristicas toxicoldgicas relacionadas ao pH do meio, este
estudo fez uso de solo artificial tropical, com valores de pH compreendidos entre 5,8 e
6,6 (Tabela 4, pagina 43). Considerando os valores de pK, da sulfadiazina nos
trabalhos consultados: pKy1 = 1,6 a 2,4 e pKa2=5,8 a 6,5 (THIELE-BRUHN et. al, 2004;
ZARFL, 2008), pode-se afirmar que suas formas neutra e negativamente carregada sao
aquelas encontradas majoritariamente durante os ensaios de fuga. Isso pode ter uma

influéncia direta nas caracteristicas toxicolégicas do composto.

A Figura 16 ilustra a especiagédo da sulfadiazina e a fragao relativa de suas
formas quimicas principais, relacionadas ao pH do meio.

O pKai representa o valor de pH em que ocorre a protonagcdo do grupo
basico amina (-NH) e o pKa2 0 valor de pH em que ocorre a desprotonacao do grupo
acido sulfonamida (-SOoNH).

A molécula de sulfadiazina também pode existir como uma espécie
zwitteribnica (hibrida), ou seja, que apresenta simultaneamente carga positiva e
negativa. Como a fracdo neutra representa a soma das formas zwitteribnica e sem
cargas, que possuem distintos comportamentos ambientais, a constante tautomérica
(Ky) é utilizada para suplementar a equagdo de ionizagdo da sulfadiazina (ZARFL,
2008).

Anskjeer, Rendal e Kusk (2013) relataram que a especiagao da sulfadiazina
tem impacto na toxicidade aguda em Daphnia magna. No valor do pK,. ocorre a
dissociacdo do composto neutro para o negativamente carregado, tendo efeito
relevante no ambiente, onde pequenas alteragées no valor de pH préximo ao pKao
podem representar um grande impacto no equilibrio entre as formas neutra e ionizada

do composto.
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Figura 16.a) Esquema da ionizacao da sulfadiazina em equilibrio
b) Especiacao da sulfadiazina em relagéo ao pH do meio
[oKar = 2,49, pKaz = 6,48, Kt = 147,9, (SAKURAI & ISHIMITSU, 1980, apud ZARFL, 2008)]. Adaptado de: ZARFL (2008)
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Os pesquisadores também determinaram que em pH de 6,0 a sulfadiazina
apresentou 11 vezes mais toxicidade (CEsp-48h) que em pH de 8,5, estando ambos os
valores de pH dentro da faixa de tolerancia para o referido microcrustaceo. Portanto, um
aumento na toxicidade é esperado quando o pH do meio permite a predominancia da

forma neutra da sulfadiazina.

De acordo com a Figura 16, na faixa de pH utilizada nesse trabalho, sao
encontradas sobretudo as espécies neutra e anidnica da sulfadiazina. Nos solos
brasileiros, tipicamente acidos, a sulfadiazina poderia assumir, majoritariamente, sua

forma neutra, ressalvados diversos fatores de interacao.

Devido as similaridades fisicas e quimicas, € possivel que essa toxicidade
dependente do valor de pH se estenda a toda classe das sulfonamidas.

Face a essa discussao, fica evidente o alerta de se planejar futuros trabalhos
com valores de pH bem definidos quando do estudo dos antimicrobianos e sua relagao
com o0 ambiente, assim como a importancia de se avaliar ndo apenas um unico valor de
pH quando dos estudos toxicolégicos com organismos, dado o carater anfétero das

sulfonamidas.

e Adsorcao/dessorc¢ao:

As caracteristicas fisicas e quimicas do solo podem interferir na
biodisponibilidade da substancia, principalmente quando se trata de um antimicrobiano

anfétero.

Em relagdo as propriedades de sor¢do do solo, este estudo fez uso de solo
artificial tropical, com 70% de areia em sua composi¢ao. De acordo com Doretto (2012),
o solo do tipo areia quartzosa (com caracteristicas semelhantes ao solo artificial tropical
utilizado nesse estudo) foi 0 que apresentou menor capacidade de adsor¢do da
sulfadiazina, quando comparado a outros trés tipos de solos representativos do Estado
de Sao Paulo. Em geral, a adsor¢cdo das sulfonamidas é maior em solos com alto teor

de argila e carbono orgéanico.
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Em geral, as sulfonamidas podem ser consideradas muito moveis e
lixiviaveis e, portanto, o SAT utilizado nos ensaios de fuga néo teria influéncia sobre
uma possivel reducdo da biodisponibilidade do antimicrobiano estudado, que apresenta

baixa capacidade de sor¢cao nesse tipo de solo.

Para melhor elucidar o destino ambiental da sulfadiazina no ambiente, mais
pesquisas sdo necessarias, uma vez que sua estrutura molecular complexa e extensa
confere uma dindmica muito variavel em solos. A referida mobilidade das sulfonamidas
pode ser uma caracteristica desejada para a protecao do solo, mas certamente ndo o é

para o controle da poluicao hidrica.

Recomendam-se  futuros  estudos utilizando solos  naturalmente
contaminados com sulfadiazina comercial por meio da aplicagcdo de excretas animais,

como forma de comprovacgao das inferéncias discutidas nesse estudo.
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6 CONCLUSAO

O substrato alternativo para o cultivo de Eisenia andrei mostrou-se adequado
e de preparo simples. Pelo método da pré-compostagem em caixas, o substrato
elaborado a partir de restos vegetais domésticos e matéria vegetal seca foi aceitavel
para o crescimento e reprodugcao das minhocas E. andrei, visando suprir a demanda

por organismos com condig&o requerida aos ensaios bioldgicos.

O ensaio de comportamento fuga atendeu aos critérios de validacdo do
método (ABNT, 2011) e teve sua sensibilidade aferida com o emprego da substancia de
referéncia acido borico. A resposta de fuga, estimada pela CE50-48h em 819

Mghasos kg™ mostrou correlacdo com outros trabalhos em condigdées semelhantes.

A auséncia de resposta de fuga evidente nos ensaios com o antimicrobiano
sulfadiazina ndo permitiu estimar, sob as condi¢gées de ensaio, um valor exato de CE50-
48h para minhocas Eisenia andrei, em solo artificial tropical.

O trabalho propiciou, no entanto, uma discussdo acerca dos efeitos
assimétricos dos contaminantes emergentes sobre o0s organismos. Para os
xenobidticos, como os antimicrobianos, nem sempre as relacdes dose-resposta se
configuram como uma tradicional curva sigmoidal, na qual os efeitos sdo extremamente

adversos acima de uma concentragao limiar.

Além disso, fatores edaficos como pH, microbiota, composicdo do solo e
propriedades relativas a sorcdo, podem alterar a toxicidade das sulfonamidas,

quimicamente anfoteras.

No ambiente, embora sejam raros os efeitos téxicos diretos das sulfonamidas
aos invertebrados de solo, ndo se pode excluir a possibilidade de efeitos indiretos
devido as alteracdes na cadeia alimentar terrestre, no que os ensaios comportamentais

podem contribuir como um sinal de alerta precoce de prote¢cao ambiental.
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APENDICE A

1. Capacidade maxima de retencao de agua (MONTEIRO e FRIGHETTO, 2000)

Para determinar a capacidade maxima de retengcdo de agua (CMRA),
utilizando-se de uma balanca analitica, toma-se em duplicata, 20 g de solo artificial
tropical (SAT) e coloca-se sobre papel-filtro acondicionado em funil de vidro e apoiado
sobre um frasco coletor (Erlenmeyer 500 mL) de massa conhecida.

Adiciona-se, em pequenas porcoes, 100 g de agua destilada sobre o solo
contido no filtro.

Cobre-se o0 aparato com um filme plastico para evitar a evaporacéo e deixa-
se descansar por uma noite. Posteriormente, verifica-se a presenca de gotas d’agua na
haste do funil e, se for o caso, aplicam-se leves batidas na haste para auxiliar a
liberacao dessas gotas para o frasco coletor.

Toma-se a massa novamente do frasco coletor em balanga analitica.

Realizar um controle da determinacdo de CMRA, também em duplicata,

seguindo 0 mesmo procedimento, exceto pela auséncia de solo no filtro.

Para cada aparato com solo montado, calcula-se a capacidade maxima de
retencdo de agua pela seguinte férmula:

CMRA (%) = [(100 — Ap) + Ai]/ Ms x 100 (1)
sendo:

Ap = agua percolada (g): massa do frasco coletor ao final do ensaio — massa

do frasco coletor no inicio do ensaio

Ai = agua inicial (g): teor de agua existente inicialmente na amostra (umidade

inicial: verificar item 2 desse apéndice)

Ms = massa do solo seco (g)
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de agua:

Para cada aparato controle montado, calcula-se a capacidade de retencéo

CRA (%) = (100 — Ap) (2)
sendo:

Ap = agua percolada (g): massa do frasco coletor ao final do ensaio — massa

do frasco coletor no inicio do ensaio

Para se obter a CMRA (%) final do solo, calcula-se a média das

porcentagens obtidas nas duplicatas com solos e subtrai-se da média dos controles.

2. Umidade

Para determinar o teor de umidade do solo, utilizando-se de uma balanca

analitica, toma-se aproximadamente 5 g do solo em recipiente (capsula ou cadinho) de

massa conhecida.

Leva-se a estufa por 24 horas a 105 °C.

Posteriormente, coloca-se o conjunto em dessecador e apds algumas horas

toma-se a massa do recipiente e solo seco.

formula:

A umidade, em porcentagem correspondente a massa de solo, é obtida pela

U (%) = [(Wz — W) / (W5 — W4)] x 100 )
sendo:

W = massa do recipiente (Q)

W, = massa do recipiente + substrato (g)

W3 = massa do recipiente + substrato seco (g)
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Para determinar o pH do solo artificial tropical (SAT), toma-se uma porcao do

mesmo e deixa-se secar ao ar, a temperatura ambiente, por no minimo 12 h.

Posteriormente, prepara-se uma suspensao 1:5 (em volume): 5 mL de solo
seco para 25 mL de agua desionizada ou CaCl, 0,01 mol L. Agita-se vigorosamente

por 5 minutos e mantém-se em repouso por 2 horas.

O pH do sobrenadante € medido apés vigorosa agitagdo, em equipamento
pHmetro calibrado.
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APENDICE B

1. Exemplo de formulario para preparo e execucao do ensaio de fuga

Ensaio de sensibilidade ao Acido Bérico (H3BO3) — Eisenia andrei

Inicio: 27/07/2013

Resumo:

Concentracdes de acido boérico (base seca):

125 mg/kg / 250 mg/kg / 500 mg/kg / 750 mg/kg / 1500 mg/kg
Substrato: solo artificial tropical (SAT) (ISO 11268-1, com modificagdes?)
Agua de diluicdo da substancia de referéncia: agua desionizada
Duracéo: 48 horas

Cada concentracgao: 4 réplicas

500 g de substrato (base seca) por réplica (250 g secao A: tratamento / 250 g secéo B:

controle)
10 organismos por réplica
Mantidos a 25° C / fotoperiodo 12h claro: 12 h escuro (400 a 800 lux)

Organismos: adultos de E. andrei com mais que 2 meses de idade e presenca de

clitelo.

% Duas alteragbes foram feitas no substrato SAT em relacdo as recomendacbes dos

protocolos internacionais: uso de fibra de casca de coco como fonte de matéria orgénica, em substituicao
a turfa de esfagno, e ensaio realizado a temperatura de 25 + 12 C. O mesmo foi relatado por Garcia et al.
(2008) e Nunes et al. (2012), em ensaio com solo artificial com a mesma constituicdo do utilizado no
presente estudo, em temperatura de 28 + 2° C e 25 * 2° C respectivamente, ndo verificando problemas
com a validacdo do método.
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Preparo dos organismos:

No dia anterior, selecionar ao acaso 240 minhocas adultas e cliteladas.
Manter por 24h no solo controle com umidade ajustada.

Preparo do SAT:

O ensaio utiliza ao todo 13 kg de SAT (massa seca), sendo:

- Aclimatagéo dos organismos: 1 kg;

- Recipientes-teste: se¢édo A: 6 kg; segéo B: 6 kg

(5 concentragdes + ensaio de controle dual — 4 réplicas com solo controle em ambas as

secdes — realizado juntamente com o ensaio definitivo)

Guia para preparo do SAT em por¢des:

3 kg 4 kg 5 kg 6 kg 7 kg

Areia fina (70%) 2,1 kg 2,8 kg 3,5 kg 4,2 kg 4,9 kg

Argila branca (20%) 0,6 kg 0,8 kg 1,0 kg 1,2 kg 1,4 kg

Fibra de coco (10%) |0,3 kg 0,4 kg 0,5 kg 0,6 kg 0,7 kg

CaCO3(0,05%) 1,5¢ 209 259 3,09 3,59

Juntar toda a parte seca em bandejas ou sacos plasticos e homogeneizar bem.

Despejar em bandejas para ajustar a umidade com agua ou solucao-teste.

Medicdo do pH do solo apés o preparo (mais detalhes, vide APENDICE A):
Procedimento para o solo controle e o solo-teste (5 concentragdes):

Identificar 6 placas de Petri e 6 béqueres de 50 mL:

Adicionar cerca de 10 g de solo na placa e secar naturalmente, por no minimo 12 h

Transferir 5 g de solo seco para o béquer
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Adicionar 25 mL de agua desionizada

Agitar vigorosamente por 5 min.

Manter o béquer em repouso por no minimo 2 h.

Medir o pH no sobrenadante (agitar e verificar se o pH se altera)

Obs: 0 pH do SAT deve estar entre 5,5 e 6,5.

Medicdo da umidade do solo apds o preparo (mais detalhes, vide APENDICE A):
Condicionar em estufa uma cépsula de porcelana pequena por 1 h.

Aguardar esfriar em dessecador e pesar a capsula vazia (W1).

Pesar ~5 g de solo na capsula (W) e levar a estufa por 24 horas a 105 °C.
Aguardar esfriar em dessecador e tomar a massa da capsula + solo seco (W3).

A umidade, em porcentagem correspondente a massa de solo, é obtida pela féormula:

U (%) = [(W2—W3) / (W3- Wy)] x 100

sendo:

W = massa do recipiente: capsula pequena (g) = 21,882 g
W; = massa do recipiente + substrato (g) = 26,954 ¢

W3 = massa do recipiente + substrato seco (g) = 25,296 g
U = 48,6% de umidade

Parametros fisico-quimicos do solo:

125 250 500 750 1500
Controle mark
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg 9/kg
pH 6,6 6,6 7,0 7,1 6,9 7,0

Umidade (%) | 48,6
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Preparo das solucoes-estoque de acido boérico:

Preparar solugdes estoque de acido borico em agua desionizada, de acordo com as
concentragdes-teste (em mg/kg) requeridas:

concentracao - teste(mg/kg) x M
V (mL)

Solugdo-estoque (mg/L) = x1000

Sendo:
M = 1 kg (massa de substrato seco, em kg).

V = 400 mL (volume da solucao-estoque a ser adicionado ao substrato, em cada

concentragao).

Utilizar bandejas para o preparo das concentragcées e um recipiente-teste de 1000 mL

por réplica.
Peso final do substrato umido
Concentracao-teste | Concentracéo da 1,4 kg
no substrato seco solucao-teste Massa de vmﬂ para ajustar a
(mg/kg) (mg/L) substrato | umidade a 60% da
seco (9) CMRA (mL)
Controle Agua desionizada 1000 400
125 312,5 1000 400
250 625 1000 400
500 1250 1000 400
750 1875 1000 400
1500 3750 1000 400
(*) Vol. de 4gua desionizada ou solucdo-estoque a ser adicionada no inicio do
ensaio.

Replicatas: frascos de polipropileno (1000 mL) divididos ao meio, em duas secoes.

Secao A: solo tratamento (SAT + &cido bérico). Secao B: solo controle (SAT).
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Preparar inicialmente duas solu¢cdes de acido bérico:

Avolumar para

Solucao P - ~ o
Acido borico balao volumétrico

(maiL) (@) | (balo v lun

A: 3750 3,750 1000

B: 1250 1,250 1000

As solucbdes acima sdo, ao mesmo tempo, solugdes-teste e solugcdes-estoque usadas

para preparar as demais concentragdes, de acordo com a tabela abaixo:

Solucio Aliquota da Aliquota da Avolumar para
(m ‘/}L) solucao-estoque A | solucao-estoque B | (balao volumétrico
° (mL) (mL) ~ ml)
1875 250 - 500
625 -- 250 500
312,5 -- 250 500

Volume utilizado de solucéo-teste por concentracao-teste: 400 mL

Calculo do volume de agua a ser adicionada:

Umidade-alvo para o ensaio: 60% da Capacidade Maxima de Retencdo de Agua.

CMRA medida: 77,5% = 60% da CMRA = 465 g de agua para 1000 g de SAT seco.

Juntar 65 mL de agua aos 400 mL de solugéo-teste, antes da adicdo ao SAT.

::r’]i[irgg;rg:s fisicos de 0h 48 h
U.R. do ar (%) 36 39
Temperatura camara (°C) 25,3 25,0
Temperatura ambiente (2C) 27 26
Luminosidade camara (lux) ~650 ~650
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Lavagem do material e vidraria:

Material novo: lavagem com solugdo de &cido nitrico ou cloridrico a 10%, agua de
torneira e agua processada (purificada).

Vidraria utilizada para as amostras: detergente neutro, dgua de torneira, acetona,
solucao de &cido nitrico ou cloridrico a 10%, agua de torneira e agua processada.

Preparo de material geral:

- 24 frascos plasticos 1000 mL (recipientes-teste) para a exposicao dos organismos
- 13 kg de substrato artificial seco;

- 6 L de agua desionizada;

- 2 baldes volumeétricos 1000 mL e 3 bal6es volumeétricos 500 mL
- 3 provetas 250 mL e 1 proveta 100 mL

- 2 béqueres 1000 mL e 3 béqueres 500 mL

- espatula;

- bagueta;

- bandejas

- balanga analitica

- camara incubadora ajustada para 25°C e iluminacao
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Anotacao das observacoes referentes ao final do ensaio de fuga

No Identificacao Conc. No. org. | No. org. | Total Total Fuga
" | das réplicas H;BO; secao A | secao B | secao A | secao B (%)
1 [Controle A 0 mg/kg 3 7
2 |Controle B 0 mg/k 6 4
=9 22 18 -10
3 [Controle C 0 mg/kg 7 3
4 |Controle D |0 mg/kg 6 4
5 |125A 125 mg/kg 6 4
6 |125B 125 mg/k 3 7
9 25 15 -25
7 1125C 125 mg/kg 8 2
8 |125D 125 mg/kg 8 2
9 |250 A 250 mg/kg 6 4
10 |250 B 250 mg/k 5 5
9 19 21 5
11 250 C 250 mg/kg 4 6
12 1250 D 250 mg/kg 4 6
13 1500 A 500 mg/kg 4 6
14 |500B 500 mg/k 5 5
99 15 25 25
15 |500 C 500 mg/kg 3 7
16 |500 D 500 mg/kg 3 7
17 750 A 750 mg/kg 3 7
18 |750B 750 mg/k 3 7
9=9 11 29 45
19 |750 C 750 mg/kg 4 6
20 |750 D 750 mg/kg 1 9
21 |1500 A 1500 mg/kg 2 8
22 (1500 B 1500 mg/k 1 9
9 6 34 70
23 1500 C 1500 mg/kg 1 9
24 (1500 D 1500 mg/kg 2 8

10 organismos por réplica.
Fuga (%) = [(secao B — secao A)/n]x100 (mais detalhes, vide item 4.6)

Calcular o numero de organismos que a porcentagem de fuga representa, pois esse

numero serda usado no calculo estatistico, como representado abaixo.
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CES50-48h = 880 mghseos kg™'. (Spearman-Karber Method)
(95% lower confidence = 680 mg kg™'; 95% upper confidence = 1138 mg kg ™)

T CA\Users\LABSAN~1.CYB\Desktop\ESTATS~1\jspear\ GWBASIC.EXE E=NEEE™

ENTER THE MWUMBER OF IHDIUIDUALS AT EACH CONCEWMTRATION: 48
ENTER UNITS FOR DURATION OF EXPERIMENT

CHOURS, DAY¥S,. ETIC.>: hours
ENTER DURATION OF TEST: 48
ENTER THE HWUMBER OF MORTALITIES AT EACH CONCEMTRATION
1: 8
2: 2
3: 18
4: 18
L: 28
WOULD ¥O0U LIKE A DATA GRAPH <¥/N>? n
WOULD ¥OU LIKE THE AUTOMATIC TRIM CALCULATION (Y- H>? y
DATE 27-87-28 TEST HUMBER 3 DURATION 48 hours
CHEMICAL H3B03 SPECIES Eizsenia andrei
RAYW DATA
CONCENTRATION<mg kg» 125.88 258.08 500.88 758.00 15608.068
NUMBER EXPOSED 48 48 46 48 48
MORTALITIES a 2 168 18 28

SPEARMAM-KARBER TRIM ia.08

SPEARMAM-KARBER ESTIMATES EC58 879 . ?71972%

25 LOWER COMFIDENCE 6BH_27
25 UPPER CONFIDENCE 1137.79

WOULD YOU LIKE TO HAUE A COPY SENT TO THE PRINTERCY/N>?
dLIST [EPHRUN< LIEILOAD" B ?
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