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NOTA TECNICA

Ensaios de toxicidade aguda e créonica em minhocas expostas ao rejeito
da barragem B1, Brumadinho, Minas Gerais.
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1 [INTRODUCAO

Em 25 de janeiro de 2019 ocorreu o rompimento da barragem B1 da Mina Cérrego do Feijao,
sob propriedade da Vale S/A, que armazenava cerca de 12 milhdes de metros cubicos de
rejeitos de mineracéo. Além das perdas humanas, um passivo ambiental com risco potencial de
contaminacgdo espalhou-se por cerca de 300 hectares de terras da sub-bacia do Ferro-Carvao

antes de chegar no rio Paropeba, a cerca de 4 km a montante da cidade de Brumadinho/MG.

Os ensaios toxicolégicos utilizando organismos-modelo (com protocolos validados
internacionalmente) sdo importantes para a avaliagdo dos possiveis efeitos toxicos sobre
organismos expostos a contaminantes ou a matrizes complexas, como é o caso do rejeito
espalhado pelo rompimento da barragem B1 (Ma et al., 2002; Pivato et al., 2017). Essa linha de

pesquisa € importante para a identificacdo de espécies criticamente impactadas e para

predi¢cdes dos efeitos de longo prazo sobre populacdes e fungdes ecossistémicas.

Entre os organismos do solo, as minhocas da espécie Eisenia andrei sao facilmente mantidas
em condi¢Bes de laboratdrio, sendo consideradas como organismos adequados para testes
toxicologicos em solos pela Organizacdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico
(OECD, 1984). Em um contexto ambiental, as minhocas s@o organismos indicadores da
qualidade do solo, pois desempenham um papel importante na mineralizacdo da matéria
organica e na manutencdo da porosidade e da estrutura do solo (Blouin et al., 2013; Lavelle et
al., 2006).

A presente Nota Técnica visa apresentar os resultados dos ensaios ecotoxicoldégicos com
minhocas (Eisenia andrei) realizados no periodo entre agosto 2019 e marco 2020, com

amostras de rejeito da barragem Bl (municipio de Brumadinho, estado de Minas Gerais),

1 Departamento de Ciéncias Naturais, Instituto de Biociéncias, Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro - UNIRIO.
2 Laboratorio de Radioisétopos, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ.
8 SAGE- Nucleo Rogeério Vale de Produgdo Sustentavel -COPPE - UFRJ.

4 Escola Nacional da Satde Publica (ENSP), Fundagéo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ.

NT-SAGE 2020-01 Rio de Janeiro
Maio 2020



COPPE
UFR]

SAGE

Nucleo Prof. Rogerio Valle
de Produgao Sustentavel

coletadas por pesquisadores da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) em

colaboragcdo com a empresa Vale S/A.

2 MATERIAL E METODOS

Um total de quatro subamostras de rejeito foram coletadas nos pontos indicados na Figura 1.
Posteriormente as quatro amostras foram homogeneizadas para compor uma amostra
composta para a realizagdo dos bioensaios.
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Figura 1. Pontos de coleta das subamostras de rejeito na area afetada pelo rompimento da barragem B1,
Brumadinho, Minas Gerais.

As amostras de solo superficial (controle) e de rejeito da barragem B1 foram coletadas nos dias
12 e 13 de junho de 2019 por uma equipe de pesquisadores do Nucleo Rogério Valle de
Producédo Sustentavel (SAGE-COPPE-UFRJ). A amostra de solo (Horizonte A) foi coletada em
uma éarea de mata preservada (latitude: -19,894429; longitude: -44,403443) no municipio de
Florestal, Minas Gerais. Os teores de umidade do solo foram avaliados previamente5 e

mantidos entre 50 e 70%, umidade considerada étima para a atividade biolégica.

Os organismos utilizados foram minhocas da espécie Eisenia andrei cultivadas no setor de

Ecotoxicologia do Laboratério do Centro de Estudos da Saude do Trabalhador e Ecologia

5 Determinagdo da capacidade de campo do solo: maxima quantidade de agua que o solo pode reter sem causar danos ao
sistema.
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Humana (CESTEH) da Escola Nacional da Salde Pudblica (ENSP), FIOCRUZ a uma
temperatura média de 25 °C, com esterco bovino como fonte de matéria organica. Apenas
minhocas adultas foram selecionadas para os ensaios, com aproximadamente dois meses de
idade, peso entre 300 e 600 mg e clitélo® bem desenvolvido. Previamente aos ensaios 0s

organismos foram aclimatados por 24 h a 20 + 2 °C (ASTM, 2012).

2.1 Ensaio agudo: biomassa e letalidade

A avaliacao de efeitos agudos foi realizada de acordo com protocolo pela American Society for
Testing and Materials - ASTM (2012). Com o objetivo de estimar a concentracéo letal média em
50% dos organismos expostos (CLsp) foram utilizadas as concentracdes de 12,5; 25; 50; 75 e
100% (m/m) de rejeito, comparados a um grupo controle, utilizando apenas o solo natural. A
exposigdo dos organismos ocorreu em béqueres de 400 mL contendo a mistura de solo e

rejeito nas proporgdes supracitadas, totalizando uma massa de 200 g por replicata.

Cada grupo de exposicdo foi composto por 3 replicatas, inclusive do grupo controle, os quais
foram cobertos com tecido microperfurado para permitir a oxigenacdo e evitar a saida dos
organismos. Cada replicata recebeu 10 minhocas. O tempo de exposicéo foi de 14 dias com
abertura semanal (7 e 14 dias) para avaliacdo de perda ou ganho de biomassa e letalidade

para a estimativa da CLso.

As condices experimentais foram mantidas em controle de temperatura (20 £ 2 °C),
luminosidade (400 lux) e fotoperiodo (12 h). Além disso, os organismos receberam

semanalmente corre¢bes de umidade e esterco bovino para a alimentagdo das minhocas.

2.2 Teste de fuga (comportamental)

A avaliagdo comportamental foi realizada por meio do teste de fuga estabelecido pela
International Organization for Standardization (ISO, 2008). O método consistiu ha exposi¢cdo
das minhocas a duas sec¢des de solo (200 g cada por¢cdo) em um recipiente de 2 L (12,0 x 13,4
x 18,0 cm), a fim de determinar o efeito de fuga, e estimar a CEsp, isto €, a concentracdo capaz
de gerar efeito (fuga) em 50% da populacdo exposta. Para este ensaio, foram utilizadas as
concentracdes de 12,5; 18,5; 25; 37,5; 50; 62,5; 75 e 100% (m/m) de rejeito, comparados a um
grupo controle. Cada concentracé@o de exposi¢céo foi composta por 3 replicatas. Cada recipiente
foi dividido em duas se¢Bes. Uma das sec¢fes foi composta de solo natural e a outra, composta
com as diferentes proporc@es de solo + rejeito. No grupo controle, ambas as se¢des foram
compostas apenas por solo natural. Apés o preparo, as divisérias foram retiradas e 10
organismos foram depositados no espaco central de cada recipiente plastico. Os recipientes
foram fechados com tecido microperfurado para favorecer a oxigenacao e evitar a fuga dos
organismos. As condi¢cbes experimentais foram mantidas em controle de temperatura (20 + 2
°C), luminosidade (400 lux) e fotoperiodo (12 h).

6 Clitélo: estrutura reprodutiva dos anelideos evidencia uma protuberancia proxima a parte posterior do corpo.
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Apb6s 48 horas de exposicdo, os organismos presentes em cada secdo foram contabilizados.

Na Figura 2 é apresentado o principio basico do teste de fuga.

Inicio do experimento Final do experimento

Presenga/auséncia de
minhocas no solo com
rejeito

Solo com adigdo de
diferentes proporgoes
de rejeito

48 horas

Minhocs * ——

Presenca/auséncia de
minhocas no solo
controle

Solo natural
(controle)

Figura 2. Esquema geral do experimento de fuga (comportamental).

A resposta de fuga (RF) foi calculada através da Equacdo 1 (ISO, 2008). Uma RF entre O e
20% representa atragdo ou auséncia de fuga, entre 20 e 80% considera-se que houve

comportamento de fuga e acima de 80% perda de habitat.

Cc-T <
RF = (?) x 100 (Equagéo 1)

Onde, RF = resposta de fuga; C = total de organismos no controle; T = total de organismos no

solo com rejeito; e 10 = total de organismos por replicata.

2.3 Ensaio crénico: avaliacdo da biomassa e da reproducéo

A avaliacdo de efeito crénico em solo natural foi realizada de acordo com o protocolo descrito
pela ASTM (2012). O ensaio cronico teve como objetivo avaliar os efeitos sobre a biomassa e a
reproducdo dos organismos expostos a diferentes proporgdes do rejeito com o solo controle:
3,12; 6,25; 12,5 e 25% (m/m), e um grupo controle (apenas solo). A exposi¢do dos organismos
ocorreu em béqueres de 400 mL contendo a mistura de solo e rejeito nas proporcdes
supracitadas, totalizando uma massa de 200 g por replicata. Os meios de exposi¢céo (solo +
rejeito) foram umedecidos de acordo com a capacidade de campo do solo calculada. Cada
grupo de exposicdo foi composto por 4 replicatas, assim como dos grupos controle, os quais
foram cobertos com tecido microperfurado para permitir a oxigenacdo e evitar a saida dos
organismos. Cada replicata recebeu 10 minhocas. O tempo de exposicdo foi de 60 dias (8
semanas) com abertura semanal para avaliagdo de possiveis altera¢cdes na biomassa. Ja a
avaliacdo das alteragBes na reprodugdo dos organismos foi monitorada, também de forma
semanal, porém iniciada apds 30 dias de experimento. As condi¢cdes experimentais foram

mantidas em controle de temperatura (20 + 2 °C), luminosidade (400 lux) e fotoperiodo (12 h).
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Além disso, semanalmente, foram realizadas correcdes de umidade e adicdo de esterco bovino

para a alimentacdo das minhocas.

2.4 Analise estatistica

A estimativa da CLso foi determinada pelo teste de Spearman-Karber. Para o teste de fuga, os
resultados foram analisados pelo teste Exato de Fisher. Os resultados obtidos com os testes
agudo e crdnico em solo passaram pela avaliacdo de normalidade por meio do teste Shapiro-
Wilk e foram comparadas posteriormente, com as amostras controles, através do teste andlise
de variancia de um fator (one-way ANOVA) seguido do post hoc Dunnett test, quando a
distribuicdo se caracterizou normal, e o teste de Kruskal-Wallis seguido do post hoc Dunn’s
test, quando a distribuicdo se caracterizou ndo normal. Foi utilizado intervalo de confianca de

95 % para todas as analises.

3 RESULTADOS
3.1 Ensaio agudo: biomassa e letalidade

Durante o ensaio agudo em solo, foi observada apenas uma morte na concentracao de 25%, a
qual foi atribuida ao acaso. Portanto, ndo foi observado efeito agudo de letalidade ao longo dos
14 dias de exposicao, ndo sendo possivel estimar a CLso para a exposi¢cdo ao rejeito. Em
relagdo a variagdo na biomassa, ndo foram observadas diferencas estatisticamente

significativas (p > 0,05) aos 7 e 14 dias de exposi¢cdo em relagédo ao controle.

3.2 Teste de fuga (comportamental)

N&o foi observado efeito de fuga das secdes com adi¢do do rejeito nas propor¢cdes de 12,5 e
25%. Contudo, foi observada a fuga com perda de habitat (fuga > 80 %) dos organismos a
partir da adicdo de 37,5% de rejeito. A partir do resultado do teste de fuga, foi estimada uma
CEso de 27,2 + 2,83 %, a qual foi utilizada como critério de definicdo das concentragbes do

ensaio crénico em solo.

3.3 Ensaio crénico: biomassa e reproducéo

Em relacdo & biomassa, ndo foram observadas varia¢des estatisticamente significativa (p >
0,05) que indicassem efeitos negativos da exposi¢cdo ao rejeito nas proporcdes testadas. Por
outro lado, foi observado aumento de biomassa verificado apenas no 42° dia com adi¢cédo de
25% do rejeito. No que tange a reprodugdo, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativa (p > 0,05) entre os grupos de exposicdo e seus respectivos grupos controle. No
entanto, os resultados indicaram uma tendéncia na reducdo do nimero de individuos juvenis
em relacéo ao numero de casulos nas proporcdes de 3,1; 12,5 e 25% de rejeito (Figura 3). A
baixa presenca de individuos juvenis em relacdo a quantidade de casulos indica a possivel
producéo de casulos inviaveis ou a ocorréncia de condicdes ambientais inadequadas a eclosao

el/ou sobrevivéncia dos individuos juvenis.
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Figura 3. Numero total de casulos (branco) e organismos juvenis (cinza) contabilizados ao final do ensaio
cronico em solo com adigdo do rejeito nas proporgdes de 3,12; 6,25; 12,5 e 25% (m/m) e um grupo
controle. A barra de erros em cada coluna representa o desvio padrdo das amostras. ANOVA: pcasulos =
0,1853; Pjuvenis = 0,1268.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Inicialmente néo foi observada toxicidade aguda, letalidade, nos organismos expostos a 100%
do rejeito ao longo dos 14 dias de experimento. Além disso, ndo foram observados efeitos
negativos sobre a biomassa das minhocas nos ensaios agudo e crénico. Contudo, foi
observada alteragdo comportamental, com efeito de fuga de 80% dos organismos nas secdes
com adicdo de 37,5% do rejeito e uma estimativa de efeito (fuga) em 50% dos organismos com

a adicéo de 27,2% do rejeito.

Embora os efeitos sobre a reproducdo ndo tenham sido estatisticamente significativos, foi
observada uma tendéncia a efeitos negativos principalmente a partir da adicdo de 12,5% do
rejeito. Diante dos resultados, é fundamental avancar na investigacdo através da avaliagcao de
outros indicadores toxicolégicos e grupos taxondmicos. Apesar de conclusivo, destacamos a
possivel heterogeneidade do rejeito e a necesséria cautela quanto a extrapolagdo dos

resultados.
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