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SECAO III - BIOLOGIA DO SOLO

OLIGOQUETA Eisenia andrei COMO BIOINDICADOR
DE CONTAMINACAO DE SOLO POR
HEXACLOROBENZENOW

Thais Mitre Vampré(z), Raffaella Fuccillo® & Mara M. de Andréa™®

RESUMO

O hexaclorobenzeno (HCB) é um composto organoclorado de presenc¢a ubiqua
no ambiente, sendo, por isso, classificado como um dos poluentes organicos
persistentes (POP). Ele é altamente toxico e esta presente como contaminante na
regido da Baixada Santista (SP) ha varios anos. Para avaliar o potencial de minhocas
da espécie Eisenia andrei como bioindicadores de contaminacao por HCB,
espécimes delas foram expostos durante 14 dias a solo contendo “C-HCB, e sua
bioacumulacao foi analisada. Nao se verificou mortalidade nem aos sete nem aos
14 dias de contato com o solo tratado, indicando, portanto, que a dose usada no
tratamento foi subletal e permitiu o estudo de bioindicac¢ao. Aos 14 dias do inicio
do estudo, amostras de solo e de tecido animal foram submetidas a extracido com
solventes organicos, para determinacao do contetido de radiocarbono,de HCB e de
lipidios nos organismos. Verificou-se que a maior parte do radiocarbono proveniente
do “C-HCB permaneceu no solo na forma de residuo extraivel e s6 pequenas
quantidades foram encontradas nos tecidos animais, nas formas de residuos
extraiveis e ligados. Por meio de cromatografia gasosa, verificou-se que apenas
HCB foi detectado e, portanto, nio ocorreu degrada¢dao nem no solo nem nos tecidos
animais. O conteudo de lipidios nos tecidos de minhocas foi correlacionado
negativamente com a quantidade de HCB (-0,2), indicando que a presenca de HCB
pode ter provocado inibicdo na formacao de lipidios. Finalmente, o fator de
bioacumulac¢ao (FBA) de 6,5 mostrou que o HCB é, de fato, bioacumulado em
minhocas e que esses animais podem ser utilizados como bioindicadores em estudos
de contaminacao com esse composto.

Termos de indexac¢ido: minhocas, composto organoclorado, poluentes organicos
persistentes, fator de bioacumulacao.
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SUMMARY: Eisenia andrei (OLIGOCHAETA) AS BIOINDICATOR OF SOIL
CONTAMINATION BY HEXACHLOROBENZENE (HCB)

HCB (hexachlorobenzene) is an environmentally ubiquitous organochlorine compound
and is classified as one of the persistent organic pollutants (POP). It is highly toxic and has
been found in the region “Baixada Santista” of the state of Sdo Paulo (Brazil) for a number of
years. To evaluate the potential of the earthworm species Eisenia andrei as bioindicator of
HCB-contamination, earthworm specimens were maintained for 14 days in soil containing
14C.HCB, and their bioaccumulation was analyzed. No mortality was detected after neither 7
nor 14 days of contact with the treated soil, indicating that the dose was sub-lethal and would
enable a biondication study. Soil and animal tissue samples were submitted to solvent extraction
14 days after the beginning of the study to determine radiocarbon, HCB and lipid contents in
the organisms. Most of the radiocarbon from the applied 1*C-HCB remained in the soil in the
form of extractable residue and only small amounts were found in the animal tissues as
extractable and bound residues. The gas chromatography of the extracts detected only HCB
and consequently, no degradation occurred, neither in the soil, nor in animal tissues. The lipid
content of the earthworm tissues was negatively correlated with HCB amounts (-0.2), indicating
that HCB may have inhibited lipid formation. Finally, the bioaccumulation factor (BAF) of
6.5 indicated that HCB is actually bioaccumulated by the worms which indicates that this
animal may be used as bioindicator in HCB-contamination studies.

Index terms: earthworms, organochlorine compound, persistent organic pollutant,

bioaccumulation factor.

INTRODUCAO

Entre os compostos organoclorados que estido
espalhados como contaminantes do ambiente, a
maioria é de agrotoxicos, mas também encontra-se
grande quantidade de hexaclorobenzeno (HCB),
considerado um poluente organico persistente pelo
Programa Ambiental das Nagoes Unidas (UNEP,
2005). O HCB é um composto aromatico halogenado
que apresenta o nucleo benzénico completamente
clorado (Stan, 1981), o que, de acordo com Scheunert
(1992), confere estabilidade ao composto, uma vez que
o Cl ligado organicamente ao C inibe a sua
biodegradacdo; embora a ligacdo C-Cl ndo seja
totalmente estranha na natureza, a maioria dos
organismos néo dispée de enzimas que a quebrem,
conferindo-lhe grande persisténcia no ambiente. O
HCB é gerado por meio de processos intermediarios
de manufatura, incluindo a producio de solventes
clorados e agrotéxicos (USEPA, 1999). De acordo com
Matheus (2003) e Silva et al. (2001), no Brasilo HCB
esta presente como contaminante em area do polo
petroquimico de Cubatio, na Baixada Santista (SP),
porque ali foi descartado como residuo do processo
industrial de produgéo do tetracloreto de C, que é um
desengraxante bastante utilizado na industria
metalargica.

Provavelmente devido a sua grande estabilidade,
ja se detectou a presenca de HCB nos ambientes mais
insélitos de diferentes regides e em diversos
compartimentos do ambiente, principalmente por

estudos de monitoragido de presenca de contaminantes
(podem ser citados, por exemplo, os trabalhos de Toro
et al., 2000; Connell et al., 2002; Carvalho et al., 2002;
Brito et al., 2002; Monirith et al., 2003; Jantunen &
Bidleman, 2006; Kunisue et al., 2007; Borga et al.,
2007), o que prova seu alcance e persisténcia no
ambiente. KEssa contaminac¢io pode ter como
consequéncias efeitos negativos em organismos
terrestres e aquéaticos e intoxicagdo humana pelo
consumo de 4gua e alimentos contaminados, além do
risco de intoxicagdo ocupacional de trabalhadores e
produtores rurais.

Testes ecotoxicolbgicos foram estabelecidos pelos
6rgdos regulamentadores, como a Organizagio
Internacional de Padronizacido — ISO, o Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
—IBAMA e a Organizagio Européia de Cooperagao e
Desenvolvimento Economico — OECD. Além destes,
varias pesquisas sobre bioindicadores ambientais de
poluentes em geral tém fornecido indicacdo prévia
sobre os possiveis efeitos desses poluentes em
populagées animais e humanas a partir de exposigoes
ambientais. Esses estudos sio feitos por meio da
determinacio de doses subletais sobre biomarcadores
—componentes celulares ou bioquimicos, estruturas e
funcdes de organismos bioindicadores (Nicholson &
Lam, 2005; Andréa et al., 2007a,b; Lam & Kueh, 2008)
— e auxiliados pelas analises de solos, sedimentos e
aguas, que sdo os meios onde sdo encontrados os
bioindicadores (Miguel et Al., 1999; Gevao et al., 2001;
Figueiredo-Barros et al., 2001).
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Dessa forma, as medidas de bioindicadores tém sido
usadas para apontar a probabilidade de um agente
estressor (contaminante, alterac¢ées das condicbes
fisicas, etc.) causar efeito adverso no ambiente e nas
populacoes. Essas medidas sdo também feitas para
caracterizar a saude do ambiente, indicar o grau de
perigo e dar suporte as determinacées dos possiveis
riscos ecolégicos de mudancas na satde do ambiente
(Andréa, 2008).

Exemplos de organismos que possuem os requisitos
para serem utilizados como possiveis indicadores do
nivel de polui¢cdo sdo as minhocas, uma vez que,
segundo Paoletti (1999a,b) e Papini (2003), elas sdo os
organismos que entram em contato direto com as
substancias quimicas que atingem o solo, devido ao
seu nicho ecolégico. De acordo com esses autores, essas
substancias podem também ser ingeridas juntamente
com particulas de solo, quando esses animais se
alimentam, e também ser absorvidas diretamente
através da cuticula destes, quando os poluentes estao
dissolvidos na solu¢do do solo.

Como o HCB, além de ser persistente no ambiente
fisico, também apresenta caracteristicas pouco
favoraveis para os organismos, ou seja, ¢ altamente
hidrofébico, resistente ao metabolismo (Linde et al.,
2001), altamente lipofilico e frequentemente
encontrado em alimentos (Carrizo et al., 2008), pode
também acumular-se nos tecidos adiposos apds a
ingestdo do alimento contaminado (Brito et al., 2002;
ATSDR, 2002). Paralelamente, estudos com
organismos bioindicadores sao Gteis porque, apesar
de esses organismos nio morrerem por alteragoes do
ambiente, como a introduc¢io de poluentes no meio
onde vivem, os bioindicadores respondem a elas por
meio de reacgdes comportamentais ou metabdlicas
mensuraveis, que indicam e refletem alguma
mudang¢a no ambiente onde vivem (Andréa, 2008).

Assim, este trabalho estudou a influéncia do HCB
em minhocas como bioindicadoras porque, tratando-
se de composto de presencga tao espalhada e com
caracteristicas pouco favoraveis tanto para o ambiente
fisico quanto para os organismos, estudos sobre o
potencial de contaminagio em organismo bioindicador
podem fornecer informacgoes para previsdo de seu
potencial de contaminacio das diferentes teias
alimentares e de alimentos.

MATERIAL E METODOS

Teste de toxidez em papel-filtro

Com base em OECD (1984), efetuou-se teste prévio
de toxidez em papel-filtro para escolha de quantidade
aproximada de tratamento do solo com HCB no estudo
de bioacumulacao.

Minhocas de peso entre 300 e 500 mg foram
coletadas no minhocario do Laboratério de Ecologia

de Agroquimicos (LEA) do Instituto Bioldgico (Sdo
Paulo, SP) e mantidas por um periodo de 3 h em
cristalizador de vidro com o fundo forrado com papel-
filtro umedecido com Agua destilada, para adaptacgéo
aonovo ambiente. Apds esse periodo, os animais foram
lavados e colocados nos frascos de vidro, onde o teste
de toxidez foi realizado.

Os frascos-teste (15 cm de altura X 5 cm de
diametro) tiveram suas superficies internas forradas
com papel-filtro, sobre o qual foram pipetados 150 e
75 ng de HCB em solugdo com hexano. O teste foi
montado em 10 frascos/concentracao e, nos 10 frascos-
controle, pipetou-se apenas 1,0 mL de hexano. Apds
a evaporacdo do solvente sob exaustdo, aplicou-se
1,0 mL de 4gua destilada no papel-filtro de todos os
frascos e adicionou-se uma minhoca por frasco. Os
frascos foram vedados com filme plastico, com furos
para passagem de ar, e apoiados lateralmente em
bandejas, para que os animais entrassem em contato
com o papel-filtro contendo o HCB. O teste foi
conduzido em sala com temperatura controlada
(17°+ 1 °C) eno escuro. Apos 48 e 72 h, avaliou-se a
mortalidade dos animais.

Solo

O solo utilizado no estudo de bioacumulagéo foi
coletado na cidade de Piracicaba, SP (22 ° 40 “ 20 “ S
e 47°37 7317 0). Algumas andlises de solo foram
realizadas pelo Departamento de Solo da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade
de Sdo Paulo (ESALQ/USP). A analise granulométrica
apresentou a seguinte distribuicdo: 310 g kg'! de areia,
210 g kg! de silte e 480 g kg'! de argila. O teor de
matéria organica foi de 42 g kg'l, e o pH (H50), de
6,2.

Determinacao do *C-HCB extraivel nas
minhocas Eisenia andrei

O método mais eficiente de extracdo de HCB de
tecidos de minhocas foi determinado em testes anteriores
ao estudo. Animais adultos e com clitelo com peso
minimo de 300 mg foram selecionados, lavados em
4gua destilada e congelados em temperatura de -18 °C
durante 24 h. Apds esse periodo, os organismos ainda
congelados foram tratados com soluc¢io de *C-HCB
em hexano contendo 0,25 mg de HCBe 15,85 k Bq mL-
1 de 1#C-HCB e, em seguida, cortados em segmentos
de cerca de 1 cm e homogeneizados durante 15 min
sob exaustéo, para evaporagao do solvente.

O 4C-HCB foi extraido dos tecidos das minhocas
basicamente conforme Andréa et al. (2001), utilizando-
se triplicatas de 3 g de tecidos e 16,0 mL de diferentes
misturas de solventes: hexano, hexano:acetona
(12:4 v/v) e hexano:metanol (12:4 v/v), por 35 ciclos
de 160 W de energia de micro-ondas (Panasonic
1600 W), cada ciclo com duragio de 15 s, intercalados
com banho de gelo. Apds a extragio, as amostras de
hexano:acetona foram concentradas em rota-
evaporador (Biichi 461) até a secura quase completa,
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e os residuos foram ressuspendidos em 16 mL de
hexano. A extracdo utilizando hexano: metanol
resultou em duas fases:hexano e metanol; o
radiocarbono foi quantificado em ambas, para detectar
possiveis metabdlitos polares na fase metanol e os
compostos apolares, como o HCB, na fase hexano.

Determinacao do 1*C-HCB extraivel do solo

A extracdo do 1*C-HCB no solo também foi feita
em triplicatas de 3,0 g de solo, que foram extraidas
com 16 mL de hexano:acetona (12:4 v/v), utilizando-
se 25 ciclos de 25 s de 160 W de energia de micro-
ondas (Panasonic 1600 W), intercalados com banho
de gelo (Andréa et al., 2001).

Contaminacao das minhocas Eisenia andrei

A bioacumulacio de “C-HCB em minhocas foi
verificada basicamente de acordo com Farenhorst &
Prorokopowich (2003), utilizando-se sistemas
compostos de 200 g de solo colocados em frascos de
vidro de 500 mL de capacidade. Para garantir um
ambiente ativo e semelhante as condi¢ées naturais,
uma semana antes do inicio do teste reativou-se a
atividade microbiana do solo por meio de ajuste da
umidade para 60 % da Capacidade Maxima de
Retencido de Agua (CMRA), conforme recomendado pela
OECD (OECD, 2000).

Apoés esse periodo, as amostras de solo foram
tratadas com HCB por aplicagdo de 6 ug de HCB e
0,022 k Bq de *C-HCB g'! em quatro frascos, a partir
da solucéo de 7.730 ug de HCB e 29,7 k Bq mL! de
14C-HCB em hexano. Essa dose foi determinada a
partir dos resultados do teste em papel-filtro,
utilizando-se dessa forma uma dose superior as
aplicadas no teste de toxidez em papel-filtro. O solo
de outros dois frascos foi tratado apenas com 150 pLL
de hexano e utilizado como controle.

Todos os seis frascos permaneceram por 10 min
sob exaustao em capela, para evaporacao do solvente.
Em seguida, cinco minhocas adultas, isto é, cliteladas
e com massa minima de 300 mg, foram colocadas em
cada frasco. Cada conjunto de cinco espécimes foi
pesado, e a massa, anotada antes da colocagio no solo
de cada frasco. Também a massa total dos sistemas
foi anotada, para verificacdo da necessidade de adigao
de 4gua para manter as condi¢bes de umidade durante
o estudo.

Os sistemas completos foram mantidos em sala
com temperatura controlada (17 + 2 °C) durante
14 dias. Nesse periodo, em intervalos de trés dias, os
sistemas foram repesados e adicionou-se 4gua quando
necessario, para manter a umidade a 60 % da CMRA.
Aos 14 dias de inicio do estudo, os sistemas foram
desmontados e as cinco minhocas de cada sistema
foram novamente pesadas e extraidas juntas,
totalizando seis amostras com massa médiade 1,8 g
de tecido animal.

Efeito do HCB na sobrevivéncia das minhocas

A mortalidade e o ganho de peso dos animais de
cada sistema foram verificados aos 7 e 14 dias por
meio de pesagem de cada animal de cada sistema,
separadamente e somando-se o peso dos cinco espécimes
de cada sistema. Ao final do estudo, aos 14 dias, as
minhocas foram separadas do solo, lavadas e pesadas,
para andlise da quantidade de *C-HCB absorvida em
seus tecidos.

Determinacao da quantidade de radiocarbono
extraivel nas amostras

Aliquotas de 2,0 mL da fase metanol e de 3,0 mL
da fase hexano de cada extrato de tecidos e aliquotas
de 3,0 mL da fase hexano de cada extrato de solo foram
misturadas com 5,0 mL de liquido cintilador (Mesquita
& Riiegg, 1984), para determinacgio da quantidade de
radiocarbono presente por Espectrometria de
Cintila¢do em Liquido — ECL em equipamento
Packard (1600 TR).

A determinacio da recuperacao do *C-HCB nos
extratos de tecidos de minhocas e solo foi feita por
meio de calculos comparativos entre a quantidade de
radiocarbono inicialmente aplicada ao solo (100 %) e
a quantidade de radiocarbono detectada nos tecidos e
no solo, apds 14 dias de estudo.

Quantificacao do conteudo de lipidios

O contetdo de lipidios dos tecidos animais foi
determinado gravimetricamente por meio de pesagem
de uma aliquota de 1,0 mL de cada extrato de tecido,
que permaneceu em temperatura ambiente por 24 h
até a evaporacgao do solvente e repesagem. Os calculos
do contetido de lipidios das amostras foram feitos de
acordo com Lauenstein & Cantillo (1998), sendo a
quantidade de lipidios (mg g'!) = massa do residuo (mg)
x volume do extrato (mL) x 103/ quantidade evaporada
(uL) x quantidade de tecido extraido (g).

Determinacao de HCB

Para determinagido da quantidade de HCB e
possiveis metabdlitos nas diferentes matrizes
estudadas, aliquotas dos extratos de solo e de tecidos
de minhocas também foram analisadas por
cromatografia gasosa (CG), basicamente conforme
Pérez-Ruzafa et al. (2000). A analise cromatografica
foi realizada em cromatégrafo Varian 3300 com
detector de captura eletronica, em coluna megabor de
30 x 0,53 mm (diametro interno), fase estacionaria
DB17 e filme de 1,0 pm, utilizando-se Ny como gas de
arraste a um fluxo de 1,5 mL min'!. A temperatura
da coluna foi programada para iniciar a analise a
180 °C e aumentar até 250 °C, a uma taxa de
15 °C min'! durante 10 min apds a inje¢io da amostra.
O volume de cada injegao foi de 2,0 uL.. A curva de
calibracdo para esse composto foi feita pelo método
Meier & Zind (1993), com seis concentracgoes do
composto (0,2; 0,4;0,8;1,0; 1,6 e 2,5 ng mL! de HCB em
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hexano), e determinada utilizando-se as areas
cromatograficas dessas concentracdes de HCB,
analisadas por CG.

Determinaciao de 1*C-residuos nao extraiveis
ou ligados nos tecidos animais, sedimento e
solo

A determinacéo do 14#C-HCB néo extraivel, tanto
das amostras de solo quanto de tecidos animais, foi
feita por meio da combustao de amostras de 0,5 g de
solo extraido e seco e do peso total de tecidos extraidos
e secos, em aparelho Biological Oxidizer (OX 600),
conforme Andréa et al. (1997). Ap6s a combustio, a
quantidade de radiocarbono nas amostras foi
determinada por ECL do volume total recuperado.

Determinacao do fator de bioacumulacao

A determinacéio do fator de bioacumulagio (FBA)
de *C-HCB foi feita de acordo com Buratini &
Brandelli (2006), a partir da seguinte férmula: FBA =
Co/Cs, em que Co = quantidade do radiocarbono no
organismo (kBq g'!) e Cs = quantidade do radiocarbono
no sedimento ou no solo (kBq g1).

Analise estatistica

As variaveis analisadas (quantidade de lipidios e
quantidade de HCB) ndo apresentaram as exigéncias
necessarias para a utilizacao de testes paramétricos,
pois foram heterogéneas e com nimeros de amostras
insuficientes. Assim, optou-se pela utilizagdo de um
teste ndo paramétrico — o coeficiente de correlacio para
postos de Spearmann —, analisando as possiveis
correlacdes entre quantidades de HCB e de lipidios
encontradas nos tecidos animais; o valor do coeficiente
varia entre -1 (correlacdo perfeita negativa) e +1
(correlacao perfeita positiva), passando pelo valor 0
(auséncia de correlacdo) e 0=0,5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste de toxidez em papel-filtro, observou-se uma
taxa de mortalidade entre 10 e 30 % apds 72 h, nos
frascos com tratamento de 75 e 150 pg de HCB,
respectivamente, e nenhuma morte nos frascos-
controle (Quadro 1). Como a mortalidade néao
ultrapassou 30 %, no estudo de bioacumulacio aplicou-
se uma dose superior a maior dose dos testes em papel,
tendo em vista a possivel adsor¢ao do 1*C-HCB no solo,
o que poderia dificultar a absor¢do do composto pelos
animais (Scheunert, 1992; Spadotto et al., 2004).

Os testes prévios de extragdo para recuperagao do
HCB indicaram que a mistura de hexano:metanol foi
o melhor solvente de extracio de *C-HCB de tecidos
de minhocas Eisenia andrei, pois 98,9 % (Quadro 2)
da quantidade aplicada foi recuperada, sendo essa a
mistura adotada para a extracdo de *C-HCB dos

Quadro 1. Mortalidade de minhocas Eisenia andrei
em teste de toxidez de HCB em papel-filtro

Mortalidade
Tempo
75 ng de HCB 150 pg de HCB
h %
48 0 0
72 10 30

Quadro 2. Recuperacio de “C-HCB do tecido de
minhocas por diferentes solventes em extracao
por micro-ondas (% médias + d.p.)

Solvente “C-HCB
viv % g1
Hexano 34,45 + 0,47
Hexano:acetona (12:4) 47,53 + 0,64
Hexano: metanol (12:4) 98,91 + 24,45

Fn=2

tecidos. Nos testes em que se utilizaram hexano e
mistura de hexano:acetona como solventes, apenas
34,4 e 47,5 % da quantidade aplicada, respectivamente,
foram recuperadas (Quadro 2).

A quantifica¢do do HCB nos extratos das diferentes
matrizes feita segundo o método resultou em um
coeficiente de determinacdo de R2=0,93 (Figura 1).

Apés tratamento do solo com “C-HCB, nio se
verificou mortalidade das minhocas nem aos sete nem
aos 14 dias de contato delas com o solo contaminado,
indicando, portanto, que a dose usada no tratamento
foi subletal e permitiu o estudo de bioindicagdo. Além
disso, apds os 14 dias de estudo de bioacumulacao,
verificou-se ganho de peso de aproximadamente
0,20 mg na maioria dos conjuntos de cinco espécimes
de minhocas. Isso significa que as condic¢des
experimentais estavam adequadas e que, mesmo com
a presenca do 14C-HCB como contaminante do solo, o
crescimento das minhocas néo foi alterado nesse
periodo.

A maior parte do radiocarbono aplicado ao solo per-
maneceu no proprio solo, isto é, ao final dos 14 dias,
75,38 + 8,43 % do radiocarbono aplicado foram recu-
perados como residuos extraiveis (Quadro 3). Essa
quantidade de radiocarbono correspondeu a
2,0+ 0,1 ug g'* de HCB no solo, detectados por
cromatografia gasosa. Segundo Scheunert (1992), o
HCB é um composto clorado, e a ligagdo com o Cl
dificilmente é quebrada por organismos, uma vez que
estes ndo possuem, em sua maioria, as enzimas ne-
cessarias para que essa reagao ocorra. Com isso, esse
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Figura 1. Curva de calibracio de HCB por cromato-
grafia gasosa.

composto torna-se altamente estavel e persistente em
todos os compartimentos ambientais. No presente
estudo, a maior parte do HCB permaneceu no solo,
nio sendo detectada a presenca de residuos ligados,
visto que as caracteristicas quimicas do HCB, isto é,
ser um composto aromatico halogenado com um nt-
cleo benzénico completamente clorado (Stan, 1981),
conferem grande estabilidade a molécula e,
consequentemente, sua persisténcia nos compartimen-
tos ambientais, como os solos, também é grande
(Scheunert, 1992).

Nas minhocas, praticamente todo o radiocarbono
dos extratos dos tecidos foi detectado na fase hexano,
isto é, recuperou-se 1,60 % + 0,34 % do radiocarbono
aplicado como *C-HCB, que corresponderam a
1,56+ 0,2 ugg'! de HCB nos tecidos. Por sua vez, muito
pouco foi detectado (0,030 + 0,020 %) na fase metanol,
como compostos mais polares. Além disso, uma
pequena quantidade de residuos nio extraiveis ou
ligados (0,37 + 0,09 % do radiocarbono aplicado)
também foi detectada nos tecidos das minhocas 14
dias apods sua colocacdo no solo tratado. O total
recuperado aos 14 dias foi de aproximadamente
77,38 £+ 8,88 % (Quadro 3) de 1*C-HCB em relacio a
quantidade disponivel para bioacumulac¢do nos
organismos ou 3,5 + 0,26 ug de HCB. A recuperacéo
total do radiocarbono apés os 14 dias de estudo indica

Quadro 3. Recuperacao de radiocarbono em
minhocas Eisenia andrei e solo, apos 14 dias de
contato com solo tratado com *C-HCB (% média
+d.p.)

Radiocarbono (%)

Minhoca
Extraivel Total
Hexano Metanol Ligado Solo recuperado
1,60+0,34  0,03+0,02 0,37+0,09 75,38+8,43 77,38+8,88

que uma parte do analito (22,62 %) pode ter ficado
retida no solo, devido as caracteristicas do composto,
néao sendo possivel sua detec¢ao por meio do processo
de combustao.

De acordo com Papini (2003), as minhocas, como
as da espécie Eisenia andrei, apresentam sensibilidade
a diversos produtos quimicos —uma propriedade que
deve ser levada em consideracido em estudos de toxidez
ambiental para o monitoramento de pesticidas. No
presente estudo, verificou-se FBA de 6,5+ 1,7 apds 14
dias de contato dos animais com o solo contendo 4C-
HCB, indicando que as minhocas realmente
bioacumularam o HCB. Esse valor é relativamente
alto, pois Papini (2003) verificou que os FBA do
herbicida simazina em minhocas Eisenia foetida
foram de 1,45 e 1,17 ap6s 30 e 90 dias de estudo,
respectivamente. Andréa & Papini (2005) detectaram
valores de até 7 de FBA de simazina em minhocas,
mas somente quando o conteddo de matéria organica
do solo era muito pequeno. Por sua vez, Viswanathan
et al. (1988) detectaram FBA de aproximadamente 2
do inseticida também organoclorado (lindano) em
minhocas. Assim, verifica-se que o HCB foi, de modo
geral, mais bioacumulado nas minhocas do que outros
agrotoxicos. Dessa forma, constatou-se que as
minhocas Eisenia andrei também podem ser usadas
como bioindicadores da contaminac¢ao do ambiente
edafico por HCB.

O contetdo de lipidios nos tecidos de minhocas foi
de 7,22+ 3,27 mg g1 de lipidios no tecido de animais
nao expostos ao solo contaminado e de 5,94 +
0,98 mg g1 de lipidios no tecido para os organismos
expostos ao solo com *C-HCB. No entanto, a anélise
de correlacdo entre os conteudos de lipidios e a
quantidade de HCB detectada nas minhocas mostrou-
se negativa (-0,2) e estatisticamente néo significativa.

Além disso, também nas minhocas foram
detectados residuos néo extraiveis ou ligados aos
tecidos, isto é, 0,37 + 0,09 % do radiocarbono foram
detectados ligados aos tecidos 14 dias apds sua colocagao
no solo tratado. De acordo com Nendza et al. (1997)
e Andréa et al. (2007a), como esses residuos ligados
nao sdo detectados por técnicas analiticas
convencionais, as reais concentrac¢oes de HCB, bem
como de outros poluentes, podem ser subestimadas e
resultar em biomagnificacdo ao longo das cadeias
alimentares.

CONCLUSOES

1. As minhocas da espécie Eisenia andrei
bioacumulam HCB (FBA = 6,5+ 1,7) a partir de solo;
portanto, podem servir como bioindicadores de
poluicdo de solo com o HCB.

2. Abioacumulacdo do HCB também indica o perigo
de polui¢do ao longo das cadeias tréficas de que as
minhocas fazem parte.
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