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INTRODUCAO

0 indigo carmim apresenta importancia econdmica mundial (GUARATINI & ZANONI, 2000), além de ter sua maior aplicagao na inddstria do jeans, também pode ser
utilizado para fins de diagndstico médico quando aplicado juntamente com o acido acético. E considerado téxico para os seres humanos, pode causar irritaio cutanea
e ocular, interferir com o desenvolvimento neuroldgico e apresentar propriedades cancerigenas (COLPINI, 2008). A concentragdo de corantes em despejos desperta
um grande interesse quanto a sua remocao, pois sao toxicos a vida aquatica e persistentes no ambiente (SILVA, 2011). Dentro da perspectiva de remocao de materiais
potencialmente toxicos e poluentes, 0s processos oxidativos avan¢ados sao uma alternativa de tratamento para dguas residuais contendo corantes. O semicondutor
Ti02 utilizado como catalisador no processo apresenta vantagens por ser um método simples, de baixo custo e baixa toxicidade ambiental (OLIVEIRA et al., 2012).
Dada a importancia do solo como fonte de dgua e nutrientes, a poluicdo do ecossistema edafico pode ter consequéncias para todas as formas de vida (WILD 1993).
Dentre os organismos de solo, as minhocas compreendem 40% a 90% da biomassa de macrofauna da maioria dos ecossistemas tropicais (FRAGOSO et al. 1999). Por
meio de ingestao de solo ou serapilheira contaminados, as minhocas entram em contato com poluentes que sao aplicados/atingem o solo (SPADOTTO et al. 2004). A
partir desse contato, as minhocas podem se intoxicar, morrer, incorporar e até bioacumular poluentes nos tecidos (CURRY 2004). Conforme LINFHURST et al.(1995),
teste de toxicidade fornecem medidas diretas da biodisponibilidade e ajudam a estabelecer ligagdes entre contaminacao e efeitos ecoldgicos adversos.

OBJETIVO
Promover testes ecotoxicoldgicos com Fisenia andrei, para verificar a toxicidade cronica do indigo Carmim frente a estes organismos, e também apds a sua
fotodegradacdo, verificando uma possivel reducdo da toxicidade.

METODOLOGIA

0 solo usado nos experimentos foi coletado no campo experimental da Embrapa Agrobiologia, sendo este classificado como Argissolo e escolhido por
ser considerado como um dos solos mais representativos no territério brasileiro. Os organismos utilizados nos testes eram da espécie Eisenia andrei e
foram criados no setor de Ecotoxicologia do laboratdrio de Toxicologia da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). Foram utilizadas minhocas adultas e com
peso individual em torno de 300 a 600 mg (IS0 11268-1, 1993). Previamente aos experimentos, as minhocas foram aclimatadas por no minimo 24h no
ambiente de realizacao dos testes. Foram utilizadas diferentes concentra¢des de solucdo de indigo para a contaminagao do solo: 1, 10, 50, 100 e 250
mg.kg-1. No teste de crdnico foram empregados 10 individuos da espécie Eisenia andrei em cada uma das 5 replicatas de cada concentracao. Em cada
becker de 500 mL foi colocada amostra de solo, contendo 200 g cada. A umidade do solo foi padronizada em 30%CC, com volume equivalente de solugao
nos contaminados e de dgua MILI-Q nos controles (USEPA, 1996; OECD, 1984). Era necessario contaminar o solo previamente e deixa-lo em repouso
pelo periodo de 24h. As solucdes de produtos de fotodegradacdo do corante foram obtidas pela irradiacao de solugao de indigo carmim, 80 mg.L-1,
na presenca de Ti02 (0,1 g.L-1) marca Degussa. A suspensdo foi mantida sob agitacdo magnética e irradiada com lampada de vapor de merctrio 125W
originando as solugdes de teste nos sequintes tempos de irradiagao: 60, 120, 180 e 300 minutos. A fotodegradacao do corante foi analisada e confirmada
por Espectrofotometria UV-Vis.

Para contaminacéo do solo com os fotoprodutos, foi realizado o mesmo procedimento utilizado anteriormente com o indigo Carmim. 0 experimento durou
45 dias, sendo que, durante o periodo de 14, 21, 28, 35 e 45 dias o nimero de individuos de cada becker foram contados e pesados, também houve a
verificacdo da presenca de ovos e filhotes. Apds a verificacao os potes foram pesados e em sequida adicionado esterco e dgua MILI-Q. No periodo de 15,
30 e 45 dias realizou-se extrusdo de 3 minhocas de cada concentracdo para que pudesse ser analisado a densidade e viabilidade de células.

RESULTADOS

A comparagdo das médias de massa individual entre individuos do grupo controle e dos tratamentos com indigo (1 a 250 mg.Kg-1) ndo apresentam diferenca
estatistica nos diversos momentos de amostragem (14, 21, 28, 35 e 45 dias), indicando que o indigo ndo exerce nestas concentragdes efeito que leve a perda de massa.
Examinando os dados de média das massas individuais ao longo do tempo, observou-se através da andlise estatistica (ANOVA um critério, Bonferroni alfa bilateral
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0,05) que a partir do 21° dia, comparando-se todas as concentragdes nao houve uma diferenca estatistica na perda de biomassa. Para o grupo controle observou-se
diferenca estatistica comparando-se as médias de massa do 1° para o 14° dia, fato que se repetiu para outras concentragdes, o que pode ser devido a adaptacao das
minhocas a textura do solo. 0 nimero total de individuos de cada tratamento decaiu ao longo do tempo e do aumento da concentracdo, de forma mais evidente para
concentracao 50 mg/Kg-1 de indigo. Apenas a partir do 28° dia foram observados filhotes, tanto no grupo controle como para os tratamentos com indigo. As médias
de nimeros de ovos e filhotes do controle foi superior aos tratamentos com indigo. Os tratamentos com menores concentracdes de indigo, 1 mg.Kg-1e 10 mg.Kg-1,
apresentaram maior nimero de ovos e filhotes que os demais. As taxas de mortalidades do grupo controle sdo compardveis, sem diferenca estatistica, a todos os
tratamentos com indigo na segunda e terceira semanas de exposicao (14° e 21° dias). A maior taxa de mortalidade observada ocorreu na terceira semana, 21° dia,
sendo de 14% para o tratamento com 250mg/Kg de indigo. Com relacéo a tipagem celular, observou-se uma diminui¢ao de nimero de eledcito (Grafico 1) no decorrer
do tempo, menos pronunciada para os individuos do grupo controle que se manteve numa margem de variagdo de 10%. Enquanto que o nimero de amebdcitos
hialino (Grdfico 2) aumentou proporcionalmente a diminuicdo dos eledcitos. As células de amebdcito granular ndo sofreram grande variaéo.
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Grafico 1: Quantidade de Eledcitos extruidos das minhocas de acordo com tempo e o fratamento.
Grafico 2 Quantidade de Amebocitos Hialino extruidos das minhocas de acordo com tempo e o tratamento.

Durante todo tempo de exposicdo, 45 dias, ndo houve diferenca estatistica entre as massas das minhocas submetidas aos diversos tratamentos, inclusive o grupo
controle, analisadas num mesmo momento. Observou-se, entretanto, perda de massa ao longo do tempo, para todos os grupos. Quando analisadas ao longo do
tempo, as médias de massas dos individuos dos solos tratados com o fotoproduto irradiado por mais tempo, 300 minutos, apresentaram diferenca estatistica até o
35° dia. A média do nimero total de minhocas sobreviventes nos tratamentos diminuiu no decorrer do tempo, contudo, além deste decaimento, foi observada uma
diminuicdo no nimero de minhocas de acordo com o tempo de irradiacao: quanto maior o tempo de irradiacdo menor era o nimero de minhocas, 0 mesmo ocorrendo
com o nimero de filhotes e ovos. Com relacdo aos filhotes, apenas na contagem do 45° dia houve uma diferenca, neste dia houve um aumento considerdvel no
ntimero de filhotes do controle, T60 e T120, sequida por uma redugdo do mesmo nos tempos de irradiacao T180 e T300. A partir do 28° dia foram observados filhotes
(Grdfico 4). A média de filhotes no 45° dia foi maior para os tratamentos com fotoproduto em 120 e 60 minutos de irradiagao que o nimero de filhotes do grupo
controle. Pode-se observar no grafico 3 que os tratamentos com fotoproduto irradiado por 180 e 300 minutos, portanto menor concentracdo de indigo, apresentaram
os menores ntimeros de filhotes. Estes dados podem indicar que a irradiacdo do Indigo d& origem a produtos que inibem mais a fertilidade das minhocas que o proprio
indigo. 0 nimero de ovos no 45° dia foi maior para o grupo controle, no diferindo muito entre os tratamentos com o fotoproduto a partir de 60, 120 e 180 minutos
de irradiacdo do indigo, sendo menor para o tratamento de 300 minutos de irradiacao do indigo.
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Gréafico 3: Apresenta o namero de fihotes encontrados de acordo com os dias e o tempo de fotodegradacéo.
Grafico 4: Apresenta o nimero de ovos enconirados de acordo com os dias e o tempo de fotodegradacéo.
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Né&o houve diferenca estatistica na taxa de mortalidade entre tratamentos com fotoproduto e grupo controle na terceira semana de exposicao, 21° dia. Para o grupo
controle houveram registros de mortes apenas nas trés primeiras semanas de exposicao, 21° dia. Para os tratamentos com os fotoprodutos originados de maior tempo
de irradiacdo, 180 e 300 minutos, as maiores taxas de mortalidade foram observadas na mesma ocasido, terceira semana de exposi¢ao, sendo respectivamente 9% e
32,7%. Nos tratamentos com fotoproduto também houve uma reducéo da quantidade de células contabilizadas como eledcito de acordo com o tempo de irradiacao
do Indigo. Observou-se maior nimero de eledcitos para tratamentos com menor tempo de irradiado, isto , maior concentracdo de indigo. Os amebdcitos hialinos
aumentaram proporcionalmente a diminuicao dos eledcitos para todos os tratamentos. Os amebdcitos granulares nao apresentaram variacéo.

CONCLUSAO

Tanto o indigo quanto a mistura de fotoprodutos do indigo nao podem ser considerados como causadores da diminuicdo de massa dos individuos nos diversos
tratamentos, sendo comparaveis ao controle. Entretanto, os resultados sugerem que tanto o indigo como a mistura de fotoprodutos inibem a reprodugao das
minhocas e que, a mistura de fotoprodutos formada com maiores tempos de irradiacdo levam a uma maior inibicao reprodutiva que o préprio indigo. Também as
taxas de mortalidade sugerem que a mistura de fotoprodutos pode apresentar maior toxicidade crénica para os individuos da espécie Eisenia andrei que o indigo. Para
maior esclarecimento dos efeitos do indigo e a mistura de fotoprodutos do indigo sao necessdrios novos ensaios, com maior nimero de individuos, maior tempo de
exposicao e determinagdo de novos pardmetros.
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