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1. RESUMO

O sistema de biorremediacdo denominado landfarming tem sido utilizado por
refinarias de petréleo para dispor e tratar, em grandes areas de solo, localizadas na
prépria industria, o residuo solido final gerado, que é composto por uma emulsdo
formada por agua, diversas fracdes de hidrocarbonetos e metais. Contudo, em
landfarmings, a biodegradacdo de algumas classes de hidrocarbonetos pode levar
tempo, meses ou anos. Desse modo, tratamentos complementares podem ser utilizados,
visando estimular o metabolismo microbiano, tais como a adicdo de agentes
descompactantes e nutrientes no solo. O progresso da biorremediacdo pode ser
acompanhado por meio de medidas da concentracdo dos contaminantes de interesse,
pela andlise do metabolismo microbiano e por meio de ensaios bioldgicos que
mensuram as atividades tdxica, genotoxica e mutagénica das amostras avaliadas. O
objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos da adicdo de dois residuos
agroindustriais, casca de arroz e vinhaca, na biorremediacdo, na genotoxicidade e na
mutagenicidade de um solo de landfarming proveniente de uma refinaria de petrdleo,
por meio de analises quimicas, taxa de CO, liberado por microrganismos e por meio do
teste de anormalidades mitdticas e cromossdmicas na espécie vegetal Allium cepa.
Também foi objetivo desse trabalho avaliar o potencial bioindicador do invertebrado
terrestre Rhinocricus padbergi apds exposicdo a amostras do landfarming desativado.
Anélises histologicas e histoquimicas no intestino médio e no corpo gorduroso
perivisceral do diplépodo foram realizadas. Os resultados do presente trabalho
mostraram que a casca de arroz, empregada como agente descompactante do solo,
constitui uma alternativa economicamente viavel para a biorremediacdo de residuos
derivados da inddstria do petroleo. A adicdo desse material promoveu um aumento da
quantidade de CO, liberado, diminuiu a concentracdo de hidrocarbonetos totais de
petroleo (TPHSs) do solo de landfarming e reduziu sua genotoxicidade. Ao contrério, a

vinhaca, quando utilizada in natura, ndo foi capaz de estimular o metabolismo
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microbiano, visto que a taxa de deplecdo de TPHs néo foi significativa nas amostras de
landfarming tratadas com esse efluente agroindustrial. Além disso, a vinhaga
potencializou a clastogenicidade do solo de landfarming. Quando a casca de arroz foi
utilizada juntamente com a vinhaca, que atuou como corretora de umidade e aditivo
organico, uma notavel reducdo da concentracdo de TPHs do solo de landfarming foi
observada, contudo uma das amostras avaliadas foi citotoxica para A. cepa.
Conjuntamente, as respostas obtidas no intestino médio e no corpo gorduroso
perivisceral de R. padbergi foram decorrentes da ativacdo de processos de
destoxificacdo e de mecanismos de defesa dos animais expostos, numa tentativa de
neutralizar e/ou eliminar os residuos toxicos ingeridos. Essas repostas podem ser
utilizadas como biomarcadores subletais na avaliagdo de solos contaminados com
misturas complexas, como o solo de landfarming utilizado. Concluiu-se que
landfarmings de refinaria de petréleo, mesmo desativados, apresentam perigo do ponto
de vista ecotoxicologico e estratégias que visam acelerar a biodegradacdo de
hidrocarbonetos de petr6leo no solo sdo bem vistas do ponto vista ambiental, desde que
ensaios bioldgicos, juntamente com analises quimicas, sejam realizados para monitorar

0 progresso da biorremediacao.
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2. ABSTRACT

The bioremediation system called landfarming has been used by petroleum
refineries to dispose and treat, in large areas of soil, located in the own industry, the
final solid residue generated, which is composed by an emulsion formed by water,
several fractions of hydrocarbons and metals. However, in landfarmings, the
biodegradation of some classes of hydrocarbons can take time, months or years. Thus,
complementary treatments can be used in order to stimulate the microbial metabolism,
such as addition of uncompressing agents and nutrients in the soil. The bioremediation
progress can be monitored by measuring the concentrations of contaminants of interest,
by the analysis of the microbial metabolism and by biological assays that measure toxic,
genotoxic and mutagenic activities of the assessed samples. The aim of this study was to
investigate the effects of adding two agroindustrial residues, rice hull and vinasse, in the
bioremediation, genotoxicity and mutagenicity of a soil of landfarming from a
petroleum refinery by chemical analyses, rate of CO; released by microorganisms and
by the mitotic and chromosomal abnormalities test in the plant species Allium cepa. It
was also objective of this study assess the bioindicator potential of the terrestrial
invertebrate Rhinocricus padbergi after exposure to deactivated landfarming samples.
Histological and histochemical analyses of the midgut and fat body of this invertebrate
were also carried out. The results of this study showed that rice hull, used as an
uncompressing agent of the soil, constitutes an economically viable alternative for the
bioremediation of residues derived from petroleum industry. The addition of this
material promoted an increase in the quantity of CO, released, decreased the
concentration of total petroleum hydrocarbons (TPHs) of the landfarming soil and
reduced its genotoxicity. On the contrary, vinasse, when used in natura, was not able to
stimulate microbial metabolism, since the depletion rate of TPHs was not significative
in the samples of landfarming treated with this agroindustrial effluent. Moreover,

stillage enhanced the clastogenicity of the landfarming soil. When the rice hull was
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used together with vinasse, which acted as a corrector of humidity and organic additive,
it was observed a remarkable reduction in the concentration of TPHSs of the landfarming
soil, however, one of the evaluated samples was cytotoxic for A. cepa. Together, the
responses obtained in the midgut and in the perivisceral fat body of R. padbergi
represent an activation of the detoxification processes and defence mechanisms of the
exposed animals in an attempt to neutralize and/or eliminate the toxic residues ingested.
These responses may be used as sublethal bioindicators in the assessment of soils
contaminated by complex mixtures, such as the landfarming soil used. It is concluded
that landfarmings of petroleum refineries, even deactivated, present danger from the
ecotoxicological point of view and strategies that aim to accelerate the biodegradation
of petroleum hydrocarbons in the soil are good from the environmental point of view,
since biological assays, together with chemical analyses, be carried out to monitor the

bioremediation progress.
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3. INTRODUCAO

Biorremediacdo é 0 uso de seres vivos na recuperacao de areas degradadas. O
processo de biodegradacdo consiste & decomposicdo de residuos, principalmente
organicos, por acao de seres Vivos.

A biorremediacdo de residuos e o reaproveitamento de seus nutrientes parecem
constituir uma alternativa viavel para minimizar os possiveis danos ambientais causados
pelos mesmos.

PopulacBes microbianas que possuem a habilidade de biodegradar poluentes
ambientais organicos sdo utilizadas na biorremediacdo de solos contaminados com
residuos de petroleo. O beneficio méximo desse processo é a mineralizacdo desses
residuos mesmos, obtendo como produto final CO, e H,0 pela via aerdbia, assim como
a formacéo de biomassa (URURAHY et al., 1998).

O sistema de biorremediacdo denominado landfarming tem sido utilizado por
refinarias de petroleo para dispor e tratar, em grandes &reas de solo localizadas na
prépria industria, o residuo sélido final gerado, a borra oleosa, que é composto por uma
emulsdo formada por agua, diversas fracdes de hidrocarbonetos e metais. Contudo, em
landfarmings, a biodegradacao de algumas classes de hidrocarbonetos pode levar muito
tempo, como meses ou anos (URURAHY et al., 1998; MARIN et al., 2005).

Metodologias complementares podem ser adotadas para acelerar a
biorremediagcdo de solos contaminados com residuos orgéanicos. Assim, a adicdo de
nutrientes que estimulem o metabolismo de microrganismos enddgenos, a adicdo de
microrganismos degradadores exdgenos, a adicdo de surfactantes que auxiliam a

metabolizacdo de poluentes organicos, facilitando o transporte destes para o interior das
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celulas microbianas ou diminuindo as interacdes superficiais contaminante/solo, a
adicdo de enzimas comerciais que favorecem a oxidacdo de moléculas de dificil
degradacédo, gerando moléculas de facil assimilagdo pelos microrganismos e a adi¢do de
materiais estruturantes, tais como casca de arroz, cavaco de madeira, farelo de trigo,
serragem e argila, dentre outros, melhora consideravelmente a atividade microbiana,
acarretando um aumento na eficicia de remocdo do poluente (NELSON et al., 1996;
NETO et al., 2005; RAIMUNDO et al., 2004; RAIMUNDO; R1ZZO, 2005).

A casca de arroz e a vinhaga sdo residuos agroindustriais em crescente producéo
no Brasil, bem como em outros paises do mundo. A disposicao final desses residuos
tem gerado preocupacdes ambientais, visto que, comumente, a casca de arroz tem sido
queimada, aumentando a emissdo de CO, na atmosfera (IRANZO et al., 2004; CAI et
al., 2007). No Brasil, por muitos anos a vinhaca foi disposta in natura em mananciais
superficiais até a proibicdo dessa pratica por seus efeitos nocivos a fauna, flora,
microfauna e microflora de aguas doces. Porém, nos Gltimos anos, tornou-se comum o
reaproveitamento da vinhaca como fertilizante em solos agricolas, sobretudo na cultura
de cana-de-agUcar. Todavia, sdo escassos 0s trabalhos que avaliaram o potencial
poluidor da vinhaca no solo (LYRA et al., 2003).

Esses dois residuos agroindustriais apresentam potencialidade para acelerar a
biorremediacdo de solos contaminados com residuos de petréleo. A casca de arroz
possui a capacidade de descompactar o solo, facilitando a atividade aerébia microbiana,
além de possuir microrganismos capazes de metabolizar hidrocarbonetos (HAMDI et
al., 2007). Ja a vinhaca pode atuar como fonte de nutrientes importantes para o
metabolismo microbiano (CRIVELARO, 2005). Dessa forma, a associacdo da casca de
arroz e da vinhaga ao landfarming atenderia a concepcdo moderna de manejo ambiental
que apresenta como base a reciclagem e reutilizacdo de residuos.

Outra préatica recomendada para a preservacdo da saude ambiental é o uso de
ensaios biologicos para a avaliacdo de tecnologias de biorremediacdo (PLAZA et al.,
2005a). Ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade em vegetais superiores sdo
capazes de detectar substancias deletérias presentes na amostra avaliada, mesmo em
baixas concentracbes (LEME; MARIN-MORALES, 2009). De modo semelhante,
alteracdes morfologicas no intestino médio de invertebrados terrestres que, como 0s
diplépodos, revolvem e ingerem particulas de solo, tém sido utilizadas como
biomarcadores de poluicio ambiental (TRIEBSKORN; KUNAST, 1990;
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TRIEBSKORN et al., 1999; GODOY; FONTANETTI, 2009; NOGAROL,;
FONTANETTI, 2010).

Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos de um
landfarming de refinaria de petrdéleo e de sua associagdo com residuos agroindustriais no
material genético de Allium cepa. Alem disso, foram investigadas possiveis alteracdes
morfol6gicas no intestino médio e no corpo gorduroso perivisceral do diplopodo

Rhinocricus padbergi, apos exposicdo a solo de landfarming.
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4. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos de um landfarming de
refinaria de petréleo e de sua associagdo com residuos agroindustriais em um organismo-
teste vegetal e em um invertebrado terrestre.

Os objetivos especificos desse trabalho foram:

1. Investigar os efeitos da casca de arroz na biodegradacéo, biorremediagéo e na
genotoxicidade de um solo de landfarming, por meio do ensaio respirométrico em
frascos de Bartha & Pramer, da analise de hidrocarbonetos totais de petréleo, e de
bioensaio com Allium cepa, respectivamente;

2. Analisar os efeitos da vinhaca na biorremediacdo e na genotoxicidade de um
solo de landfarming, por meio da anélise de hidrocarbonetos totais de petroleo e de
bioensaio com A. cepa, respectivamente;

3. Investigar os efeitos da associacdo da casca de arroz com a vinhaca na
biorremediagdo e na genotoxicidade de um solo de landfarming, por meio da anélise de
hidrocarbonetos totais de petrdleo e de bioensaio com A. cepa, respectivamente;

4. Avaliar a sensibilidade potencial do diplopodo Rhinocricus padbergi frente a
exposicao a solo de landfarming;

5. Investigar as possiveis alteracdes morfol6gicas no intestino médio, local onde
ocorre a digestdo, promovidas pela exposi¢do de R. padbergi ao solo de landfarming;

6. Investigar as possiveis alteragdes morfolégicas no corpo gorduroso
perivisceral, tecido de intensa atividade metabolica, promovidas pela exposicdo de R.

padbergi ao solo de landfarming;
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7. Comparar a sensibilidade do intestino médio e do corpo gorduroso de R.
padbergi, em relacdo ao tipo e intensidade de resposta celular, apds exposicao ao solo

de landfarming.
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5. REVISAO DE LITERATURA

5.1. Biorremediacgao de hidrocarbonetos de petréleo em landfarming

A Dbiorremediagdo tem por finalidade remover ou diminuir, completa ou
parcialmente, a concentracdo de poluentes ambientais, por meio de organismos Vivos.
Os sistemas bioldgicos geralmente utilizados nesse processo sdo plantas
(fitorremediacdo) e microrganismos (fungos e bactérias), sendo esses Ultimos os mais
empregados (MACEDO et al., 2002). A biorremediacdo apresenta como vantagens:
baixo custo operacional, eliminacdo permanente do residuo e reducdo de riscos de
contaminac&o de outras areas (DEL’ARCO; FRANGCA, 1999; SABATE et al., 2004).

Basicamente, 0s microrganismos utilizam os compostos organicos, presentes nos
contaminantes, como substrato para o crescimento e geracao de energia, convertendo-os
em COy, H,0 e biomassa (URURAHY et al., 1998; BOOPATHY, 2003).

A eficiéncia da biorremediacdo de uma area pode ser avaliada pela contagem de
microrganismos heterotroficos totais, pela contagem de microrganismos degradadores
de um ou de varios substratos especificos, por medidas da taxa de respira¢cdo microbiana
(consumo de oxigénio e/ou producao de didxido de carbono) e a determinagéo das taxas
de degradacéo (desaparecimento de poluentes individuais e/ou na totalidade) (BALBA
etal., 1998; OH et al., 2000).

Os métodos respirométricos (consumo de oxigénio e/ou producgéo de dioxido de
carbono) podem ser utilizados como um primeiro teste para se avaliar a pronta ou
inerente biodegradabilidade de poluentes em solo ou &gua. Estes testes sdo geralmente
conduzidos sob condi¢bes 6timas com respeito a umidade, temperatura, nutrientes
minerais, inoculagdo microbiana e aeracdo. O ensaio respirométrico, em frascos de

Bartha & Pramer, é um dos métodos mais utilizados para a analise da eficacia da
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biorremediagédo de solos contaminados com residuos organicos. Nesse processo, 0 CO;
liberado por microrganismos é proporcional a porcentagem de substrato biodegradado.
Estudos de mineralizagdo envolvendo a mensuragéo da producéo total de CO, podem
fornecer informacgfes importantes a respeito do potencial de biodegradabilidade de
hidrocarbonetos (BALBA et al., 1998).

Analises quimicas constituem o método priméario para 0 monitoramento da
biorremediagdo de solos contaminados com hidrocarbonetos de petroleo. As analises
das concentracdes dos hidrocarbonetos totais de petréleo (TPHs) (MARIN et al., 2005;
SARKAR et al, 2005, HUANG et al., 2005; SOUZA et al., 2009) e dos
hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs) sdo as mais comuns (MORELLI et al.,
2005; PLAZA et al., 2005a, b). O termo TPHs é definido como a quantidade de
hidrocarbonetos de petroleo mensurével no meio ambiente, compreendendo centenas de
compostos quimicos originalmente presentes no 6leo cru. Essa analise, portanto,
quantifica o total de hidrocarbonetos presentes no meio. Os HPAs apresentam grande
persisténcia ambiental e apresentam propriedades mutagénicas e carcinogénicas
(USEPA, 2008).

Landfarming é uma tecnologia de biorremediacdo que visa reduzir a
concentracdo de residuos organicos solidos dispostos no solo, por meio de processos
associados a biorremediacdo (USEPA, 1998). A técnica tem sido utilizada para
tratamento de solos contaminados com hidrocarbonetos ha 100 anos e pela indUstria do
petroleo a mais de 25 (RISER-ROBERTS, 1998), ganhando popularidade na década de
70, principalmente nas refinarias de petroleo da América do Norte e da Europa
(HEJAZI et al., 2003). Atualmente, industrias de diferentes atividades tém por ele
optado, como as industrias quimicas, téxteis, alimenticias e de tratamento de efluentes
(QUINTEIRO, 2004).

No Brasil, a histdria deste sistema teve inicio no final dos anos 70 por meio do
tratamento de residuos oleosos em refinarias de petréleo. Contudo, mesmo com o
aumento no nimero de unidades de landfarmings poucos dados disponiveis estdo
disponiveis relativos a eficiéncia destes sistemas, ndo permitindo uma avaliagdo mais
conclusiva sobre as condi¢Ges operacionais em uso e seus efeitos sobre o ambiente
(QUINTEIRO, 2004).

Em landfarmings, microorganismos do proprio solo s@o utilizados para
tratamento dos residuos industriais organicos biodegradaveis. O solo é entdo processado

com méquinas agricolas (arado e grade), momento em que nutrientes sdo adicionados.
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De acordo com Harmsen (1991) o solo deve ser misturado para aumentar o contato
entre as substancias organicas e 0s microrganismos e para fornecer oxigénio requerido
para a degradacdo aerObia. A atividade aerébia dos microrganismos € também
estimulada por meio da adicdo de agua para a manutencdo da umidade do solo (USEPA,
1998). Bacterias capazes de quebrar hidrocarbonetos séo freqiientemente adicionadas ao
solo para acelerar as taxas de degradacdo dos mesmos. O aumento da atividade
metabdlica dos microrganismos aumenta a degradacdo de produtos de petréleo
adsorvidos no solo (RISER-ROBERTS, 1998). A base de toda a area de tratamento
deve ser impermeabilizada com geomanta e argila compactada para evitar contaminagéo
da agua subterranea (BERGER, 2005).

O periodo de vida 0til de um landfarming varia de 6 a 10 anos, dependendo da
taxa de aplicacdo do residuo oleoso no solo. Ap6s esse periodo o proprietario ou o
operador do sistema deve entdo apresentar ao 6rgao de fiscalizacdo ambiental um plano
de desativacdo do landfarming onde as etapas deverdo estar descritas, levando-se em
consideracdo o tipo, a quantidade de residuos aplicados e o0s registros de
monitoramento, inclusive do lengol freatico de toda area do landfarming (QUINTEIRO,
2004).

Os residuos dispostos em landfarmings de refinaria de petroleo sdo oriundos das
unidades de tratamento de despejos industriais, da estacdo de tratamento de agua, da
limpeza do fundo de tanques de petroleo e do fundo de tanques da estacdo de tratamento
de despejos liquidos industriais, de material flotante das lagoas de estabilizacdo de
efluentes e de 4gua de drenagem contaminada com 6leo (GUARRACHO, 2005). Desse
modo, o residuo sélido final, denominado borra oleosa, € composto por diversas fraces
de hidrocarbonetos, agua, sélidos sedimentados e metais, tais como zinco, chumbo,
cromo, niquel e vanadio (URURAHY et al., 1998; MARIN et al., 2005). A borra oleosa
é classificada como residuo toxico classe | (perigoso) pela Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT - NBR 10004) (2004).

Em landfarmings, hidrocarbonetos leves, incluindo os constituintes da gasolina,
tendem a ser degradados rapidamente (USEPA, 1994; 1998; HEJAZI, et al. 2003).
Entretanto, hidrocarbonetos que possuem alto peso molecular, tais como aqueles
encontrados em 0leos lubrificantes, 6leo diesel e querosene, requerem maiores periodos

de tempo para que ocorra a degradacdo (KHAN et al., 2004).
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A eficacia do tratamento bioldgico de residuos oleosos em landfarmings
depende de vérios fatores, tais como pH, umidade, temperatura, concentragdo de
contaminantes, etc. (USEPA, 1994) (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros que afetam a eficAcia do sistema de
biorremediagéo landfarming

Eficacia do landfarming

Total de bactérias heterotroficas > 1000 UFC/grama de solo seco

pH do solo 6<pH<8
Umidade do solo 40% < capacidade de campo < 85%
Temperatura do solo 10 °C < temperatura <45 °C
Concentragéo de TPHs 10000 ppm < TPHs < 50000 ppm
Concentragéo de metais < 2500 ppm

USEPA (1994)

Ainda, a concentracdo de nutrientes do solo deve ser levada em consideracgéo,
assim como a textura do mesmo (USEPA, 1994). Para obter melhor desempenho no
landfarming, a toxicidade do solo deve ser avaliada, além do nivel de metais presentes
no solo (ALMEIDA; CARVALHO, 1994, USEPA, 1994), que ndo sdo decompostos
(GUARRACHO, 2005).

5.2. Casca de arroz e seu emprego na biorremediacéo de solos contaminados
com hidrocarbonetos de petroleo

O sucesso na biodegradacdo de compostos derivados do petrdleo tem relacdo
direta com a quantidade de oxigénio presente no processo, pois sua degradagédo acontece
principalmente por via aerdbia. Desta forma, é importante garantir sua presenca dentro
do processo, proporcionando a aeracdo por meios fisicos ou adicionando materiais
descompactantes que garantam a entrada de ar no sistema (VASUDEVAN; RAJARAM
2001).

Os materiais estruturantes apresentam baixa densidade e quando s&o
incorporados ao solo séo responsaveis pela melhoria de algumas caracteristicas fisico-
quimicas do mesmo. Os materiais adicionados reduzem a densidade do solo,

aumentando a sua porosidade e facilitando a difusdo de oxigénio por entre as particulas
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solidas. Adicionalmente, pode ocorrer alteracdo da capacidade de retencdo de dgua no
solo (RHYKERD et al., 1999; VASUDEVAN; RAJARAM, 2001).

Os materiais estruturantes empregados como auxiliares nos processos de
biorremediacdo de solos podem ser de origem organica ou inorgénica. Dentre 0s
materiais de origem inorganica pode-se citar a argila calcinada, vermiculita, areia,
perlita e cascalho (CHO et al., 1997). Ja os de origem organica incluem casca de coco,
casca de arroz, palha, cavaco de madeira, serragem e farelo de trigo (STRAUBE et al.,
2003), que sdo os mais empregados nos processos de biorremediacdo de solos
contaminados por petroleo, seja em escala laboratorial, seja em escala ampliada
(ALEXANDER, 1994; MEYSAMI; BAHERI, 2003; RAIMUNDO et al., 2004).

A casca de arroz é um subproduto resultante do beneficiamento do arroz. O Brasil é
um dos 10 maiores produtores mundiais desse gréo e anualmente cerca de 2 milhdes de
toneladas de cascas de arroz sdo geradas no pais (SILVA et al., 2007).

A grande quantidade produzida tem gerado preocupacdes ambientais, visto que, em
muitos paises, inclusive no Brasil, a casca de arroz tem sido queimada, pratica que tem
aumentado a emissédo de CO; na atmosfera (IRANZO et al., 2004; CAI et al., 2007).
Comumente, as cinzas geradas tém sido incorporadas ao solo ou ao cimento na
construcdo civil. Em menor escala, a casca de arroz tem sido utilizada na producédo de
papel, como fonte de energia e na alimentacdo de animais (HAUG, 1993; CAl et al.,
2007). Atualmente, parte desta casca estd sendo utilizada na fabricacdo de blocos
empregados na construgéo civil, onde substitui a fibra de madeira comumente utilizada.
A casca de arroz, devido ao seu alto poder calorifico (aproximadamente 16720 KJ/Kg),
também tem sido largamente utilizada na substituicdo da lenha empregada na geracéo
de calor e vapor, necessarios para os processos de secagem e parbolizacdo dos grdos
(DELLA et al., 2001).

A casca de arroz ¢ insoluvel em agua, rica em matéria organica (80%), em
carbono orgéanico oxidavel (34%) e apresenta alta relacdo C/N (que varia de 50 a 150)
(IRANZO et al., 2007). Também, apresenta baixa densidade (0,73 g/mL) e grande
quantidade de biopolimeros (32,24% de celulose, 21,44% de lignina e 21,34% de
hemicelulose) (GLISSMAN; CONRAD, 2000).

Fungos filamentosos, como basidiomicetos, estdo entre 0s maiores
decompositores de biopolimeros. Esses fungos possuem mecanismos nao-especificos de
degradacdo, que ocorre no meio extracelular. A maquinaria protéica envolvida nesse

mecanismo pode degradar hidrocarbonetos que apresentam baixa disponibilidade no
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solo, bem como uma grande variedade de poluentes organicos presentes em solos
contaminados (POINTIG, 2001).

Devido a essas caracteristicas, diversas pesquisas tém sido realizadas visando a
utilizacdo da casca de arroz como material estruturante para melhorar as taxas de
biodegradacdo de residuos organicos dispostos no solo (IRANZO et al., 2004; HAMDI
et al., 2007). Nesse sentido, o potencial de um sistema de biorremediagéo (biopilhas) em
degradar residuos oleosos provenientes de refinaria de petréleo foi estudado por Morais
(2005), assim como a possibilidade de otimizar o processo por meio da adicdo de
fertilizantes e de casca de arroz. As biopilhas contendo casca de arroz demonstraram

uma degradacdo mais rapida do residuo.

5.3. Vinhaca e seu emprego na biorremediacéo de solos contaminados com
hidrocarbonetos de petrdleo

A vinhaca é um subproduto do processo de fabricacdo de etanol a partir da
destilacdo do caldo fermentado da cana-de-agucar. No Brasil, cerca de 170 bilhdes de
litros de vinhaga sdo produzidos anualmente (NAKAMAE, 2004). Esse efluente
apresenta coloragdo escura e é constituida basicamente por agua (93%) e por solidos
organicos e minerais (7%) (RAMALHO, 2001).

Até a década de 70, volumes crescentes de vinhaca eram langcados nos
mananciais de superficie, principalmente nos cursos d’agua como rios e ribeirbes das
proximidades das usinas de agucar e alcool. Entretanto, a vinhaca foi considerada
altamente nociva a fauna, flora, microfauna e microflora das aguas doces, alem de
afugentar a fauna marinha que vem as costas brasileiras para procriacdo, por apresentar
alto poder poluente, cerca de cem vezes maior que o do esgoto doméstico, devido sua
rigueza em matéria organica, baixo pH, elevada corrosividade e altos indices de
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e elevada temperatura na saida dos
destiladores (FREIRE; CORTEZ, 2000). Desse modo, a partir da safra de 78/79 ficou
interditado o despejo da vinhaga no meio aquético, incorrendo em multa para a usina
que violasse tal proibicdo (CORAZZA, 1999).

Devido a expansdo da producdo de alcool no Brasil e 0 aumento do controle
sobre a disposicao de vinhaca em mananciais superficiais, surgiram diversas iniciativas
para o tratamento e reaproveitamento do efluente, dentre eles, a reciclagem da vinhaca
na fermentacdo, a combustdo do efluente, o aproveitamento do mesmo na producdo de

levedura e a adigdo de vinhaga no cimento utilizado na construcdo civil. Nos altimos
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anos, a utilizacdo da vinhaca como fertilizante em solos agricolas, sobretudo na cultura
de cana-de-agUcar, tornou-se comum. Essa préatica tem substituido total ou parcialmente
0 uso de fertilizantes quimicos, principalmente a base de fosforo (CORAZZA, 1999).
Todavia, de acordo com Lyra et al. (2003) ndo ha muitos trabalhos que avaliam o
potencial poluidor da vinhaga sobre o solo e o lencol freéatico.

A adicdo de vinhaca ao solo promove o aumento da disponibilidade de alguns
ions, aumento da capacidade de troca catibnica (CTC), aumento da capacidade de
retencdo de agua, melhoria da estrutura fisica do solo e aumento da atividade e
biomassa microbiana (GLORIA; ORLANDO FILHO, 1983), os quais sdo fatores
importantes nos processos de biodegradagdo. De acordo com Prata et al. (2001), a
matéria organica da vinhaca constitui numa fonte de carbono solGvel (energia), na
forma de glicerol, prontamente disponivel aos microrganismos.

Devido as caracteristicas da vinhaga acima citadas, Prata et al. (2001) avaliaram
se a vinhaca seria capaz de contribuir para acelerar a degradacdo do herbicida ametrina
no solo e encontraram respostas positivas nos experimentos de biodegradacdo
realizados.

Uma vez que na biodegradacdo do petréleo, ha necessidade de se introduzir
nutrientes no processo, entre eles N e P, além de S, Fe, Mg, Ca e Na, tem-se cogitado a
utilizacdo da vinhaca como fonte de nutrientes para microrganismos na biodegradacao
de residuos de petroleo presentes no solo. Desse modo, Crivelaro (2005) associou borra
oleosa e vinhacga, visando acelerar a biodegradacdo do residuo petroquimico. O autor
observou um aumento na popula¢do microbiana, principalmente de fungos, e um
aumento na eficiéncia de biodegradacdo. Mais tarde, Pinto-Mariano et al. (2006)
utilizaram a vinhaga na biorremediacdo de solos contaminados com dleo diesel. Por
meio do ensaio respirométrico em frascos de Bartha & Pramer (1965), os autores
verificaram aumento na populacdo microbiana, porém concluiram que o efluente nao foi
adequado para aumentar a eficiéncia de biorremediacdo dos solos contaminados, uma
vez que a vinhaga foi preferencialmente biodegradada nos primeiros 20 dias do
experimento, havendo um notdvel descrécimo na producdo de CO, dos solos ap6s o

consumo do efluente da cana-de-agUcar.

5.4. Teste de anormalidades mitdticas e cromossdmicas em A. cepa
Durante as Ultimas trés décadas tem aumentado o interesse da comunidade

cientifica e agéncias regulatorias em relagéo a deteccdo, conhecimento e controle sobre
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0S agentes genotoxicos e mutagénicos ambientais responsaveis por danos a saude
humana e a sustentabilidade dos ecossistemas (DA SILVA; FONSECA, 2003). Este
interesse foi intensificado com o constante crescimento da populagdo mundial, com o
aumento da industrializacdo, com a utilizacdo inadequada de recursos naturais e com 0
acumulo de dados que sugerem que a mutagenicidade € um progndstico razoavel para a
carcinogenicidade (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

Segundo Pilot e Dragan (1996) e Midio e Martins (2000), agentes genotdxicos
interagem quimicamente com o material genético, promovendo lesdes. Essa lesdo pode
ser reparada pelo prdprio organismo ou a célula pode ser eliminada. Caso a lesdo seja
fixada, provocando alteracGes hereditarias (mutagdes), que podem se perpetuar nas
células filhas durante o processo de replicacdo, o agente é denominado mutagénico.

A exposicdo ambiental a agentes genotdxicos e mutagénicos causa preocupacao,
pois proporciona 0 aumento da carga mutagénica do organismo, assim, 0 risco necessita
ser avaliado e, se possivel, minimizado (RIBEIRO; MARQUES, 2003). Atualmente, um
grande numero de testes biologicos esta disponivel para avaliacdo do perigo desses
agentes. Houk (1992) comentou a importancia dos testes genotdxicos e mutagénicos nos
estudos de monitoramento ambiental e para a salde humana. Nesses testes, tém sido
utilizados diversos organismos, como microrganismos, plantas, insetos e outros animais.
Os testes podem ser divididos em grupos, com base no sistema bioldgico empregado e
na localizagdo genética detectada. Bioensaios em procariotos detectam agentes que
induzem mutagdes génicas e danos primarios no DNA. Incluida nesta categoria esta a
analise de mutagenicidade em Salmonella, ou teste de Ames. Analises em eucariotos
detectam uma amplitude maior de danos, incluindo mutac6es génicas, danos e reparo do
DNA, danos cromossomicos e aneuploidias.

A selecdo do ensaio apropriado para um determinado estudo depende das
caracteristicas da amostra a ser testada, da validade do bioindicador (organismo exposto
ao poluente), de sua base de dados acumulados, da utilidade do ensaio para amostras
ambientais complexas, de seu custo relativo e de sua simplicidade (HOUK, 1992).

Biomarcadores podem ser definidos como respostas bioldgicas aos poluentes
ambientais que podem ser mensurados indicando a presenca, os efeitos e, em alguns
casos, 0 grau de contaminacdo. Uma questdo que pode ser respondida por
biomarcadores € se hd contaminacdo ambiental em grau suficiente para causar efeitos
fisiologicos. Se a resposta for positiva, justifica-se a aplicacdo de investigacdes

adicionais para determinar a natureza e 0 grau de contaminagdo. Por esta razéo, a
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inducdo significativa de um biomarcador pode ser considerada como um sinal de alerta
a contaminagdo ambiental (WALKER et al., 1996 apud KLEMZ, 2002). Dentre os
biomarcadores mais utilizados nos estudos de Mutagénese Ambiental, destacam-se a
indugéo de cometas, micronucleos e aberragdes cromossomicas.

O teste de aberragdes cromossomicas (AC) é considerado rapido e eficaz na
andlise de diversos parametros tais como alteragcbes cromossémicas e cromatidicas,
trocas entre cromatides-irméds e micronucleos (MIGID et al., 2007). Além disso, o teste
de AC permite o entendimento dos mecanismos de acdo dos quimicos testados ou
amostras ambientais avaliadas (FISKESJO, 1985; RANK; NIELSEN, 1997).

Aberracbes cromossémicas podem ser definidas como mudancas
cromossémicas, estruturais ou numeéricas, que ocorrem espontaneamente ou como
resultado da exposicdo a agentes fisicos, quimicos ou biolégicos (RUSSEL, 2002). As
AC estruturais podem ser induzidas por quebra direta do DNA, por erros na replicagéo
do DNA, pela inibicao de sua sintese ou ainda por outros mecanismos. Essas aberracdes
podem envolver ambas as cromatides de um ou varios cromossomos ou somente uma
das duas crométides de um cromossomo ou de varios cromossomos (ALBERTINI et al.,
2000). Fragmentos cromossdmicos observados em Varios estagios no ciclo celular séo
resultado da acdo direta de agentes clastogénicos sobre o material genético
(TURKOGLU, 2006).

Aberragdes cromossdémicas numericas sdo decorrentes de alteragdes no nimero
normal de cromossomos da célula. Distinguem-se dois tipos de aberracGes
cromossdmicas numeéricas: aneuploidia e poliploidia. Aneupolidia corresponde a uma
mudanga no numero cromossémico, resultando em ganho ou perda cromossémica
durante a divisdo celular. Poliploidia é definida como um aumento no numero
cromossémico por um multiplo exato do ndmero cromossémico hapldide (KIRSCH-
VOLDERS et al., 2002).

Segundo Kirsch-Volders et al. (2002), os dois principais processos que levam a
aneuploidia séo:

¢ Nao-disjuncdo: ocorre quando uma segregacéo aberrante produz células-filhas,
nas quais uma ganha um cromossomo e a outra perde um cromossomo;

e Perda cromossémica: problemas no fuso mitdtico fazem com que um ou mais
cromossomos ndo se liguem & fibra do fuso no decorrer da anafase. Tais cromossomos

permanecem, portanto, na placa metafésica.
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Em adicdo a esses dois mecanismos (ndo-disjungdo e perda cromossémica),
outros mecanismos podem levar & aneuploidia: ndo-conjunc¢do (quando cromossomos
homologos falham em estabelecer um estado pareado), falha na divisdo do centrémero
(erro na separacdo das cromatides irmas na primeira divisdo meiotica) e replicacdo extra
de cromossomos (erros na replicacdo cromossdmica durante a meiose, em que copias
extras do cromossomo séo geradas) (KIRSCH-VOLDERS et al., 2002).

Poliploidia pode ser induzida pela auséncia do fuso mitético funcional, que leva
a falha da migracdo das cromatides para os polos. Re-replicacdo do DNA na auséncia
do fuso leva a endoreduplicagdo, em que 0s cromossomos mitdticos apresentam duas
cromatides duplicadas ao invés de duas cromatides Unicas. Nesse processo, mais que
um ciclo de sintese de DNA acontece sem que a células se dividam. O tipo menos
freqliente de polipoidia é a endomitose, observada espontaneamente em ratos, no qual
0s cromossomos sofrem uma condensacdo e um ciclo de divisdo como na mitose,
entretanto, esse processo ocorre dentro da membrana nuclear, sem a formacédo do fuso
ou dos movimentos da anafase e da tel6fase. Outros mecanismos de poliploidia sdo a
falha na citocinese ou fusdo nuclear em células binucleadas (KIRSCH-VOLDERS et al.,
1998).

Segundo Kirsch-Volders et al. (2002) as aberragbes cromossdmicas numéricas
podem ser originadas espontaneamente, em células somaticas ou germinativas, ou como
resultado de um tratamento aneugénico. Possiveis alvos de agentes aneugénicos sao
moléculas:

e envolvidas na ligacdo e separacdo de cromatides (por exemplo, proteinas
relacionadas com a condensagdo cromossémica, crossing-over, cinetdcoros);

e envolvidas no controle do ciclo celular (ciclinas, cdk’s, p53, fator promotor de
anafase);

e que fazem parte da estrutura do DNA (proteinas centroméricas e teloméricas);

e que fazem parte do aparato mitético (tubulinas, proteinas dos centriolos);

e que estdo indiretamente envolvidas no ciclo celular (calmodulina, proteinas
das membranas celulares e nucleares).

Juntamente com as AC estruturais e numeéricas ja citadas, outras anormalidades
do ciclo mitotico também podem ser consideradas no teste de AC, tais como aderéncias,

pontes cromossdmicas, anafases multipolares e C-metéafases.
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Aderéncias cromossdmicas indicam o potencial toxico do agente testado para a
célula. Geralmente, essa anormalidade € irreversivel e leva a morte celular (FISKESJO,
1985; TURKOGLU, 2006). Adicionalmente, aderéncias cromossémicas podem originar
pontes cromossomicas e, consequentemente, quebras cromossdmicas (MARCANO et
al., 2004).

Pontes cromossdmicas podem ser formadas como resultado de quebras
cromossdmicas, devido a caracteristica pegajosa que 0s cromossomos adquirem quando
perdem porcdes teloméricas de suas estruturas (RANK, 2003). Pontes cromossémicas
podem também ser induzidas a partir de aderéncia e incompleta separacdo de
cromossomos no decorrer da anafase, como resultado de ligagdes cruzadas entre
cromossomos e proteinas (KONG; Ma, 1999). Matsumoto et al. (2006) reportou a
presenca de pontes formadas por aderéncia e inferiu que tal anormalidade levou a
rearranjos em que 0S Cromossomos apresentaram quebras cromatidicas. A inducgdo
significativa de pontes indica que o agente avaliado possui acdo clastogénica (RANK,
2003), uma vez que proporcionara a inducdo de quebras, no decorrer da divisdo celular
(MARCANO et al., 2004).

Segundo Rank e Nielsen (1998), anafases multipolares sdo decorrentes do mau
funcionamento do fuso mitotico, que distribui os cromossomos de forma irregular,
encaminhado-os para mais de dois pélos nas células. Fernandes et al. (2007) inferiram
que a formacdo de nucleos lobulados em Allium cepa, era decorrente de anafases
multipolares portadoras de pontes cromossomicas. De acordo com o0s autores, 0
envoltorio nuclear acompanharia a distribuicdo irregular do material genético na célula
e daria origem a nucleos disformes. Leme et al. (2008), inferiram que a presenca de
nacleos lobulados levaria a morte celular, uma vez que tal anormalidade foi observada
em células meristematicas de A. cepa, mas ndao em células F1. Anafases multipolares
podem também originar células multinucleadas (MIGID et al., 2007).

Células portadoras de C-metafases apresentam os cromossomos condensados
aleatoriamente distribuidos e auséncia de fuso mitético (KIRSCH-VOLDERS et al,
2002). Os fusos sédo inativados quando nenhuma placa equatorial é organizada, o que
pode acarretar em um impedimento da divisdo dos centrdmeros. A inducdo significativa
de C-metafases evidencia a acdo aneugénica de uma substéncia, uma vez que
proporciona a completa inativacdo do fuso mitdtico das células (FISKESJO, 1985). Essa

anormalidade mitotica, que foi originalmente observada apds tratamento com altas
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doses de colchicina, pode levar a formacao de nucleos poliploides, embora o resultado
mais frequente seja a formacao de micronucleos (KIRSCH-VOLDERS et al., 2002).

Micronucleos e brotos nucleares podem ser contabilizados concomitantemente
as AC. Micronucleos sdo resultantes de quebras cromossomicas e de distarbios no
processo mitotico, devido ao mau funcionamento do fuso. Apresentam estrutura similar
ao nucleo principal, tendo o seu DNA recoberto pelo envoltorio nuclear (WALKER et
al., 1996; FRIEAUFF et al., 1998; RIBEIRO, 2003).

Crott et al. (2001), estudando cultura de linfécitos humanos com deficiéncia de
acido fdlico, validaram o uso de brotos nucleares como biomarcadores de dano
genético. O broto nuclear é uma estrutura semelhante ao microndcleo, mas que
permanece ligado ao nucleo principal. De acordo com Shimizu et al. (1998), os brotos
nucleares corresponderiam a DNA amplificado que estaria sendo eliminado do nucleo
por um processo ativo, durante a fase S do ciclo celular. Segundo Serrano-Garcia e
Montero-Montoya (2001), brotos nucleares seriam originados durante a divisdo celular.
Cromossomos perdidos seriam envolvidos pelo envelope nuclear, formando uma
estrutura atipica. Para Gisselsson et al. (2001), o material nucleoplasmatico dos brotos
nucleares resultariam de pontes anafasicas que sofreram ruptura. Em A. cepa, Fernandes
et al. (2007) estudaram um agente aneugénico e propuseram que 0s brotos nucleares
observados eram decorrentes de material genético poliploidizado.

Recentemente, Lindberg et al. (2007) combinaram diferentes teorias para
explicar a origem de brotos nucleares. Por meio da aplicagdo de sondas centroméricas e
teloméricas em cultura de linfécitos humanos, os autores verificaram que os brotos
nucleares sdo predominantemente formados por fragmentos cromossémicos acéntricos,
intersticiais ou terminais, mas também, em menor proporgao, por cromossomos inteiros.
Assim, propuseram que cromossomos, fragmentos cromossoémicos oriundos de pontes
anafasicas, assim como material genético amplificado na fase S do ciclo celular seriam
separados no citoplasma durante a mitose e encapsulados pelo envoltério nuclear ao
final da telo6fase formando micronicleos, ou encapsulados posteriormente pela lamina B
durante a reconstitui¢cdo do envelope nuclear, formando um broto nuclear.

O material genético contido em brotos nucleares pode ser eliminado, dando
origem a celulas micronucleadas. Entretanto, a maneira pela qual esse processo ocorre
ainda nao estad totalmente esclarecida (FENECH; CROTT, 2002; LINDBERG et al.,
2007).



Revisdo de Literatura 22

Os vegetais superiores apresentam caracteristicas que os tornam excelentes
modelos genéticos para avaliacdo de poluentes ambientais, sendo utilizados com muita
frequéncia em estudos de monitoramento. Contudo, este destaque ndo se deve, apenas, a
sensibilidade de deteccdo de mutagenos em diferentes ambientes, mas também pela
possibilidade de avaliacdo de diversos biomarcadores genéticos, 0os quais abrangem
desde mutagcOes pontuais até as aberragdes cromossdmicas em células de diferentes
6rgdos como folhas, polens e endospermas (GRANT, 1994).

A especie A. cepa tem sido indicada como um eficiente organismo-teste de
citotoxicidade e genotoxicidade, devido as caracteristicas que possui na sua cinética de
proliferacdo, pelo crescimento rapido de suas raizes, pelo grande nimero de células em
divisdo, pela sua alta tolerancia a diferentes condicGes de cultivo, pela sua
disponibilidade durante o ano todo, pelo seu facil manuseio e por possuir cromossomos
em ndmero reduzido (2n=16) e de grande tamanho (FISKEJO, 1985; QUINZANI-
JORDAO, 1987).

O primeiro autor a utilizar A. cepa como sistema-teste foi Levan (1938). Desde
entdo, adaptaces na metodologia do teste tém sido realizadas a fim de possibilitar uma
avaliacdo mais abrangente de quimicos, sendo eles misturas complexas, como é o0 caso
de grande parte das amostras ambientais, ou substancias puras (FISKESJO, 1985;
RANK et al., 1993; MA et al., 1995; LEME; MARIN-MORALES, 2009).

As primeiras adaptacdes do teste de A. cepa foram realizadas por FISKESJO
(1985) para torné-lo modelo-teste de estudos de monitoramento ambiental. Desse modo,
0 autor propds modificacbes que possibilitaram desde a avaliagdo de compostos
solGveis em agua até a avaliacdo de efeitos de misturas complexas. Mais tarde, Rank e
Nielsen (1993) propuseram novas modificagbes no teste, tornando-o ainda mais
eficiente para a analise de misturas complexas.

Segundo Rank e Nielsen (1997), o teste de aberracdes cromossomicas em A.
cepa ndo é apenas valido para a deteccdo do potencial genotoxico, mas também para a
investigacdo dos mecanismos de acdo dos agentes testados, sejam estes, substancias
puras ou misturas complexas. Assim, de acordo com o tipo e frequéncia de aberracoes e
anormalidades mitéticas encontradas é possivel determinar se 0 agente em estudo é
clastogénico ou aneugeénico.

Atualmente, novos testes de mutagenicidade utilizando microorganismos,
linhagens celulares de mamiferos e outros sistemas biologicos tém sido desenvolvidos,

mas 0s testes com vegetais ainda sdo utilizados, rotineiramente, em muitos laboratorios
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em todo mundo, como indicadores de potencial genotoxico e mutagénico de diversos

agentes.

5.5. Morfologia do intestino médio e do corpo gorduroso perivisceral de
Rhinocricus padbergi e seu emprego na avaliacdo de solos contaminados

Dipldpodos sdo invertebrados terrestres de habito noturno, que habitam ambientes
umidos, sendo encontrados sob troncos e folhas caidas no solo. Segundo Kime e
Golovatch (2000), estdo presentes em todas as regiGes zoogeograficas, sendo mais
comuns nas faixas tropicais. Alimentam-se de matéria organica em decomposicdo e
colonizam diferentes extratos no solo, promovendo a aeracdo do mesmo. Ao revolverem o
solo, esses animais consomem terra e assimilam matéria organica; depois, devolvem ao
solo excretas nitrogenadas. O solo é humificado no trato gastrointestinal do animal, que
contém uma grande quantidade de fungos e bactérias. Dessa forma, os excrementos dos
diplépodos acabam ficando com mais hiumus do que a terra ingerida (BANO et al., 1976;
HOPKIN; READ, 1992).

O trato digestorio de diplépodos é descrito como um tubo reto e cilindrico que se
estende da boca até o anus, ndo acompanhando a segmentagio corporal. E dividido em
trés regides: anterior, média e posterior. Os intestinos anterior e posterior tém origem
ectodérmica e suas células secretam uma cuticula, semelhante aquela que recobre a
superficie externa corporea. Esta cuticula, conhecida como intima cuticular, ndo aparece
no intestino médio onde ocorre a digestdo. Entre o intestino médio e o posterior esta a
valvula pildrica. As estruturas anexas do trato digestorio de dipopodos constituem: (1)
um par de glandulas salivares recobrindo as laterais do intestino anterior e (2) um par de
tibulos de Malpighi inserido na valvula pil6rica, no local de transicdo entre os
intestinos médio e posterior (HOPKIN; READ, 1992; FANTAZZINI et al., 1998;
2002).

Em Rhinocricus padbergi, o intestino médio representa cerca de 39% do
comprimento total de seu trato digestério, sendo constituido por um epitélio
pseudoestratificado. As células principais, que apresentam bordo em escova bem
desenvolvido, parecem estar envolvidas com 0 mecanismo de absor¢éo de nutrientes da
alimentacdo e também no transporte de elementos a partir da hemolinfa. As células
regenerativas ocupam a regido basal do epitélio. Células secretoras, cuja secrecao

auxilia na absorgdo e/ou na lubrificacdo da superficie epitelial, podem ser observadas
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inseridas entre as células principais (FANTAZZINI et al.,, 2002; CAMARGO-
MATHIAS et al., 2004).

Testes histoquimicos realizados no intestino médio de R. padbergi revelaram uma
forte presenca de proteinas no epitélio, na camada de corpo gorduroso, nas células
hepaticas e nas secrecOes. Essas secrecOes possivelmente, também estdo envolvidas na
liberacdo de enzimas digestivas no limen. Os polissacarideos neutros estdo presentes
apenas nas células secretoras. Os polissacarideos acidos foram observados nos
microvilos, devido a presenca de substancia amorfa formada de glicosaminoglicanas. As
células principais apresentaram grande quantidade de lipidios na por¢do média superior.
Foi encontrado célcio na porcdo apical das células principais do epitélio, nos
microvilos, sugerindo que este epitélio possa atuar no transporte deste elemento. Esse
elemento também foi encontrado na camada de corpo gorduroso (FANTAZZINI et al.,
2002).

O corpo gorduroso ¢ um 6rgdo difuso que preenche a cavidade corpdrea dos
diplépodos. Apresenta como funcdo primaria o armazenamento de lipidios, glicogénio,
proteinas e &cido Urico. Outra funcdo do corpo gorduroso é estocar residuos que serdo
posteriormente excretados (HOPKIN; READ, 1992).

Em diplopodos diferenciamos duas porces de corpo gorduroso: o pariretal e o
perivisceral. O corpo gorduroso parietal encontra-se firmemente aderido ao tegumento
do animal, enquanto que o corpo gorduroso perivisceral envolve varios 6rgaos, como o
trato digestorio e as gbnadas (FONTANETTI et al., 2004).

Os principais tipos celulares que constituem o corpo gorduroso de diplépodos sao
adipdcitos e enocitos (CAMARGO-MATHIAS; FONTANETTI, 2000). Os adipdcitos
sdo células grandes dispostas em fileiras. Apresentam nucleo esférico e citoplasma com
grande quantidade de esferas organizadas em camadas concéntricas. Estudos ultra-
estruturais revelaram que estas estruturas assemelham-se a esferocristais, que
apresentam como funcdo o acumulo de metais em excesso, para a manutencdo da
homeostase do organismo (FONTANETTI et al.,, 2006). Os endcitos sdo células
menores, associadas aos adipocitos, com citoplasma repleto de grénulos
(FONTANETTI et al., 2004). Em R. padbergi, 0s endcitos parecem estar envolvidos
mais na sintese e armazenamento de proteinas e do que de lipidios (CAMARGO-
MATHIAS; FONTANETT], 2000).

Andlises ultra-estruturais e histologicas sdo métodos de diagnose bastante

utilizados em humanos e outros vertebrados, para o estudo de determinadas patologias.
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Baseado nesse parametro passou-se a fazer uso destas tecnicas em invertebrados, com a
finalidade de identificar os danos celulares e tissulares decorrentes de contaminagéo
ambiental (TRIEBSKORN; KUNAST, 1990; TRIEBSKORN et al., 1991; 1999).

Em invertebrados terrestres, 0rgaos relacionados com a absorcao e assimilagéo
de nutrientes essenciais tais como lipidios, carboidratos e proteinas tém sido
preferencialmente utilizados na avaliacdo de alteracdes tissulares e celulares decorrentes
de contaminagdo ambiental (HOPKIN, 1989; PIGINO, 2005). Em diplopodos, o
intestino médio tem sido o 6rgéo alvo, pois funciona como uma barreira, impedindo que
compostos tdxicos ou ndo essenciais, alcancem o restante do corpo. Possui, portanto,
importante papel nos processos de destoxificacdo e excrecdo de xenobioticos. Todavia,
ao ingerirem solo ou alimentos altamente contaminados, compostos indesejaveis podem
entrar ativamente nas células epiteliais, promovendo alteracbes (HOPKIN et al., 1985;
TRIEBSKORN et al., 1991; KOHLER; ALBERTI, 1992; KOHLER et al., 1995;
KOHLER; TRIEBSKORN, 1998; GODOY; FONTANETTI, 2009; NOGAROL;
FONTANETTI, 2010).

Recentemente, alteracbes morfoldgicas no corpo gorduroso parietal e
perivisceral foram utilizadas por Souza (2009) para avaliar os efeitos da exposicdo de
exemplares de R. padbergi a lodo de esgoto. O autor concluiu que apenas o corpo
gorduroso perivisceral pode ser utilizado como érgdo alvo em estudos ecotoxicoldgicos,
visto que o corpo gorduroso parietal ndo apresentou alteracbes morfoldgicas apds a
exposicdo dos animais.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Area de estudo — Landfarming da Refinaria de Petroleo do Planalto
(REPLAN/ PETROBRAS)

A construcdo do landfarming da REPLAN foi autorizada em 11/10/1985 pela
Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB)
(Carta CETESB 713/85/GURCA). Desse modo, o landfarming entrou em operagdo em
novembro de 1988. Segundo o Parecer Técnico da Coordenadoria de Licenciamento
Ambiental e de Protecdo de Recursos Naturais CPRN/DAIA 387/2006 — Anexo 6, 0
landfarming da REPLAN era composto por um conjunto de oito células. Cada célula
possufa uma &rea de 5.000 m? com capacidade para tratar cerca de 100 m*® de borra
oleosa por més (4rea total = 40.000 m? e capacidade total para tratamento de 800 m® de
borra oleosa por més). O fundo de cada célula possuia uma camada de argila
compactada e o liquido percolado era enviado para a ETDI (Estacdo de Tratamento de
Despejos Industriais) (Figura 1).

Em 2004, 6rgdos ambientais exigiram a desativacdo do landfarming da refinaria
de petréleo.

Em novembro de 2006, quando a REPLAN apresentou um plano de
modernizacdo da refinaria, “Otimizacdo da Producdo da Refinaria de Paulinia-
REPLAN”, o Conselho Estadual do Meio Ambiente (CONSEMA), em sua 2292
Reunido Plenaria Ordinédria, e a CETESB, deliberaram favoravelmente sobre a
viabilidade ambiental do empreendimento, com base no Parecer Técnico CPRN/DAIA
387/2006 sobre o respectivo EIA/RIMA (Proc. SMA 13.550/2004), mas obrigaram a

refinaria a cumprir exigéncias, recomendag0es, medidas mitigadoras e de compensagéo,
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dentre elas, a reducdo do prazo de desativacdo do landfarming em seis meses. Apds 19
anos de atividade, o landfarming foi desativado em 29/06/2007.

Segundo Renato de Almeida Gongalves, responséavel técnico de operacdo da
REPLAN junto a area de Meio Ambiente, atualmente, o residuo oleoso da refinaria esta
sendo enviado para co-processamento em fornos de fabrica de cimento (Holcim)
(comunicacéo pessoal).

Amostras de solo de landfarming da REPLAN foram coletadas em diferentes
células, em 2005, 2007 e 2008, conforme a Norma Técnica 10.007 da Associacdo
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) (2004). Apos a coleta, o landfarming foi
transportado para o Departamento de Bioquimica e Microbiologia da Universidade
Estadual Paulista, UNESP, Rio Claro, onde foi mantido a 4°C, até o inicio dos
experimentos.

A caracterizacdo fisico-quimica do landfarming foi realizada em relagdo a: pH,
quantidade de matéria organica, concentracdo de nutrientes (K, Ca, Mg, Al, S, Na, Fe,
Mn, Cu e Zn) e metais (Ba, Cd, Cr, Ni e Pb), no Instituto Campineiro de Analises do
Solo LTDA (ICASA), Campinas, estado de Séo Paulo, Brasil.

As andlises dos hidrocarbonetos totais de petréleo (TPHSs) e dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) foram realizadas segundo os métodos USEPA — SW
846 - 015B e USEPA 8100, respectivamente, pelo Laboratério Sdo Lucas — Analises
Ambientais, Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil e pela empresa Analytical Technology, S&o
Paulo, Brasil.
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Figura 1. Landfarming da REPLAN (Fonte: Morais, 2005)

28



Material e Métodos 29

6.2. Solos controle

No presente trabalho, dois solos foram utilizados como solo controle:

1) Solo proveniente da Estagdo Ecoldgica de Itirapina, S&o Paulo, pertencente ao
Instituto Florestal do Estado de S&o Paulo. Amostras desse solo foram coletadas em
2005 e 2007, conforme a Norma Teécnica 6.457 da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT) (1986). A area da reserva é de cerca de 2.300 hectares de vegetacao
natural bastante preservada.

A caracterizacdo fisico-quimica desse solo foi realizada em relacdo a: pH,
quantidade de matéria organica, concentracdo de nutrientes (K, Ca, Mg, Al, S, Na, Fe,
Mn, Cu e Zn) e metais (Ba, Cd, Cr, Ni e Pb) Instituto Campineiro de Anélises do Solo
LTDA (ICASA), Campinas, Estado de S&o Paulo, Brasil.

A anélise de TPHs foi realizada pelo ASL Anélises Ambientais, Rio Claro, Estado
de Sdo Paulo, Brasil e pela empresa Analytical Technology, Sao Paulo, Brasil, de acordo
com USEPA - SW 846 método 8015B (USEPA, 1996).

2) Solo oriundo da Universidade Estadual Paulista, UNESP, campus de Rio
Claro, S&o Paulo. Amostras desse solo foram coletadas em 2008, conforme a Norma
Técnica 6.457 da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) (1986).

As concentracdes de Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn, presentes nesse solo,
foram determinada de acordo com o método USEPA 6010B. A andlise dos
hidrocarbonetos totais de petrdleo (TPHs) e dos hidrocarbonetos totais de petréleo
(HPAs) foi realizada segundo os métodos USEPA — SW 846 - 015B e USEPA 8100,
respectivamente. Todas as analises foram realizadas pelo Laboratério Sdo Lucas —
Anélises Ambientais, Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil.

Os solos foram mantidos a 4°C no Departamento de Bioquimica e Microbiologia
da Universidade Estadual Paulista, UNESP, até o inicio dos experimentos bioldgicos.

6.3. Vinhaca
A vinhaca foi coletada na Usina Santa Lucia, localizada na cidade de Araras,
Séo Paulo, de acordo com a Norma Técnica P4.231 da Companhia de Tecnologia e
Saneamento Ambiental (CETESB) (2006). O efluente foi mantido a 4°C no
Departamento de Bioquimica e Microbiologia da Universidade Estadual Paulista,
UNESP, Rio Claro, até o inicio dos experimentos.
A vinhaca foi caracterizada quanto ao pH, P total, N, concentracdo de nutrientes
(K, Ca, Al, S, Na, Fe, Mn, Cu, Zn e B) e concentragdo de metais (Ba, Cd, Cr, Ni e Pb)
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em espectrometro de emissdo por plasma (ICP). Essas analises foram realizadas no
Instituto Campineiro de Analise de Solo e Adubo LTDA (ICASA), Campinas, Séo

Paulo, Brasil.

6.4. Biorremediacao
6.4.1. Adicéo de casca de arroz a amostra de solo de landfarming
Apbs as coletas, a umidade do landfarming e do solo controle foi ajustada para
70% da capacidade de campo. Entéo, trés tratamentos foram gerados:
e SC: 50 g de solo controle;
e L:50 gde landfarming;
e LCA: 50 gde landfarming e 10 g de casca de arroz.

6.4.1.2. Ensaio respiromeétrico em frascos de Bartha & Pramer

Os tratamentos gerados foram submetidos ao ensaio respirométrico em frascos
de Bartha & Pramer (BARTHA; PRAMER, 1965), de acordo com a norma técnica
NBR- 14283 da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) (1999). Os niveis
de CO, foram monitorados por 108 dias e quantificados. Para cada condicdo
experimental, os frascos de Bartha foram preparados em triplicatas (3x50g de solo) e
incubados a 27°C no escuro. O CO, produzido foi coletado numa solugdo de 10 mL de
KOH (0.2N). Essa solucéo foi periodicamente retirada com uma seringa, e a quantidade
de CO; absorvido foi entdo mensurada titulando-se o KOH residual (depois da adigéo de
uma solucdo de BaCl (1 mL; 1N), utilizado para precipitar os ions carbonato) com uma
solucéo padrdo de HCI (0.1N). Durante esse procedimento, os frascos de Bartha foram
aerados durante 1.5 min por meio de um ascarito.

CO; liberado (mmol)=(VB-VA) x 50 x fHCI,

VB é o volume (mL) de HCI 0.1N utilizado para titular o frasco de Bartha
controle. VA é o volume (mL) de HCI 0.1N utilizado para titular o landfarming e o
landfarming tratado com casca de arroz. fHCI € o fator de correcdo de normalidade do
HCI.

A quantidade de CO, liberado foi representada como média + desvio-padrdo. O

teste ANOVA (p<0.05) foi utilizado para determinar as diferencas entre os tratamentos.

6.4.2. Adicdo de casca de arroz, vinhaca e casca de arroz associado com vinhaga

a amostras de solo de landfarming
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Os solos foram secos e peneirados em peneira com gramatura de 1.62 mm.
Baldes, com capacidade para 20 L, foram preenchidos com 10 L de solo (controle ou
landfarming), alcancando uma coluna de solo de 30 cm. Cada experimento foi montado
em triplicada. A umidade dos solos foi ajustada para 70% da capacidade de campo.
Desse modo, &gua ou vinhaca foram adicionadas aos baldes, de acordo com o
tratamento. A umidade dos tratamentos foi reajustada a cada dois dias, pois tratava-se
de um sistema aberto, sujeito a perdas por evaporagdo. Nos tratamentos em que a casca
de arroz foi utilizada, foram adicionados 5% desse material, em relagdo ao volume total
de solo contido nos baldes. Assim, os seguintes tratamentos foram gerados:

e SC: solo controle;

e L:landfarming;

e LCA: landfarming e casca de arroz,;

e LV: landfarming e vinhaca;

e LCAV: landfarming, casca de arroz e vinhaga.

Durante o experimento, que teve duracdo de 33 dias, a temperatura oscilou de
26°C a 36 °C.

6.5. Teste de anormalidades mitdticas e cromossémicas em Allium cepa

Antes e ap0s 0s experimentos de biorremediacdo, extratos aquosos dos solos
foram preparados de acordo com Cotelle et al. (1999). Cerca de 50 g de solo, de cada
uma das réplicas, foi adicionada a 300 mL de agua ultrapura. As misturas foram
agitadas por 24 horas e permaneceram em repouso em temperatura ambiente (25 + 2 °C)
por mais 24 horas. Apos a decantacdo dos solos, 0s sobrenadantes foram imediatamente
utilizados para a germinacédo de sementes de A. cepa.

As sementes foram germinadas em placas de Petri, com papel filtro embebido
nos extratos aquosos. Adicionalmente, as sementes foram germinadas diretamente nas
amostras de solo (contato direto). Trés placas de Petri foram utilizadas por tratamento.

O controle positivo foi realizado com o herbicida trifluralina (0.84 ppm),
conhecido por ser um potente indutor de anormalidades mit6ticas e cromossémicas em
A. cepa (FERNANDES et al., 2007).

Os experimentos foram realizados em 2 etapas:
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1) Experimento continuo: Apoés cinco dias, quando as radiculas de A. cepa
atingiram cerca de 1 a 2 cm, aproximadamente metade dos exemplares foram coletados
e fixados em Carnoy | (metanol + &cido acético na propor¢éo 3:1).

2) Experimento de recuperacdo: As radiculas restantes foram transferidas para
outra placa de Petri, contendo agua ultrapura, para o experimento de recuperacao de 48

horas.
Desse modo, os seguintes experimentos foram conduzidos:
e Experimento continuo, com raizes de A. cepa germinadas nos extratos
aquosos;
e Experimento continuo, com raizes de A. cepa germinadas diretamente no
solo;

e Experimento de recuperacdo, com raizes de A. cepa germinadas nos
extratos aquosos;

e Experimento de recuperacdo, com raizes de A. cepa germinadas
diretamente nas amostras de solo.

Depois de fixadas, as radiculas foram hidrolisadas em HCI 1N a 60°C por 10
minutos e, posteriormente, submetidas ao reativo de Schiff por 2 horas, no escuro
escuro. As pontas das raizes foram seccionadas em lamina, recobertas por laminula e
maceradas. As laminulas foram retiradas em nitrogénio liquido e as ld&minas montadas
em Permount. O material foi analisado em microscépio de luz com aumento de 400 Xx.
Por tratamento, 7500 células foram contadas (500 células em cada uma das15 laminas).

Foi realizada a contagem de anafases multipolares, C-metéafases, células
polipléides, aderéncias, perdas, quebras e pontes cromossémicas. Adicionalmente,
microndcleos (MN) e brotos nucleares (BN) foram quantificados. Os resultados foram
expressos como média * desvio padrdo. A andlise estatistica foi realizada por meio do

teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0.05).

6.6. Bioensaio com Rhinocricus padbergi

Exemplares adultos de R. padbergi foram coletados no campus da Universidade
Estadual Paulista, UNESP, Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil. Apds a coleta, 0s espécimens
foram aclimatados em laboratério por 2 semanas, em terrario contendo substrato de
terra, tubérculos e troncos de arvores em processo de decomposicao, provenientes das

mesmas areas de captura.
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Ap0s o periodo de aclimatacdo, quatro terrarios (20 cm de largura x 25 cm de
comprimento x 45 cm de altura) foram preenchidos com diferentes concentragdes de
solo de landfarming, como segue:

e Landfarming 100%: 5 Kg de landfarming;

e Landfarming 70%: 1.5 Kg de solo controle + 3.5 Kg de landfarming;

e Landfarming 50%: 2.5 Kg de solo controle + 2.5 Kg de landfarming;

e Landfarming 30%: 3.5 Kg de solo controle + 1.5 Kg de landfarming.

Um quinto aquario foi preenchido com 5 Kg de solo controle. Vinte
diplépodos foram colocados em cada terrario.

Os animais foram monitorados por 90 dias. Diariamente, os diplépodos mortos
eram retirados dos terrarios e contabilizados para posterior analise.

A temperatura da sala foi controlada, 21+2 °C, assim como o fotoperiodo, 12
horas claro/12 horas escuro.

Apos 7 e 21 dias de exposicao, trés diplopodos por bioensaio foram anestesiados com
éter etilico ou cloroférmio e dissecados com auxilio de estereomicroscopio em placas de Petri
contendo solugdo fisiologica. O intestino médio e o corpo gorduroso perivisceral foram
removidos e, posteriormente, fixados para a realizacdo das técnicas de histologia e de

histoquimica.

6.6.1. Histologia

6.6.1.1. Inclusdo em resina (Historesina)

O intestino médio e o corpo gorduroso perivisceral de R. padbergi foram fixados
em solucéo de paraformaldeido a 4% e NaCl a 0.9% em tampéo fosfato 10% (0.1M -
pH 7.5) durante 24 horas. A seguir, os materiais foram desidratados em solucdes
crescentes de etanol a 70, 80, 90 e 95% durante 15 minutos cada banho e transferidos
para solucdo de Resina (JB-4 Polaron Instruments/Bio Rad) na auséncia de catalisador.
Posteriormente, as amostras foram transferidas para moldes plasticos previamente
preenchidos com resina contendo catalisador. Depois de polimerizados os blocos foram
seccionados com o auxilio de Micrétomo Sorvall JB-4/Bio Rad. Os cortes de 4 um de
espessura foram hidratados e recolhidos em ldminas de vidro. Depois de secas, as

laminas foram submetidas a coloragdo pela Hematoxilina e Eosina durante 10 e 5
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minutos, respectivamente. Em seguida foram secas, diafanizadas em xilol e montadas

em balsamo do Canada ou Permount.

6.6.2. Histoquimica
As técnicas histoquimicas foram realizadas em seccdes histologicas, sendo que,
0 material, ap06s ser dissecado, foi submetido a diferentes fixadores especificos para

preservacao de proteinas, polissacarideos, calcio e lipidios.

6.6.2.1 Técnica do azul de bromofenol para deteccdo de proteinas totais
(PEARSE, 1985)

O material foi retirado e fixado em paraformaldeido a 4% e NaCl a 0.9% em
tampé&o fosfato 10% (0,1M - pH 7.5) por aproximadamente 24 horas. Os cortes foram
recolhidos em laminas de vidro e corados com solucdo de azul de bromofenol a
temperatura ambiente durante 1 hora, sendo em seguida lavados em solugdo aquosa de
acido acético 0.5%, durante 5 minutos. Em seguida, os cortes foram secos, diafanizados

em xilol e as 1aminas montadas em balsamo do Canada ou Permount.

6.6.2.2. Técnica do PAS para deteccdo de polissacarideos neutros
(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983)

O intestino médio e o corpo gorduroso perivisceral foram retirados e fixados em
Carnoy (&lcool absoluto, cloroférmio e &cido acético) por 24 horas. As laminas
contendo as seccBes foram lavadas acido periodico 0.4% por 10 minutos e depois em
agua destilada durante 5 minutos. Posteriormente, foram submetidas ao reativo de
Schiff, no escuro, por 1 hora, lavadas em agua corrente por 30 minutos. Posteriormente,

foram secas, diafanizadas em xilol e montadas em balsamo do Canada

6.6.2.3. Método de von Kossa para deteccdo de célcio (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983)

O intestino médio e o corpo gorduroso perivisceral foram fixados em
paraformaldeido 4% por aproximadamente 24 horas. As sec¢des foram imersas em
nitrato de prata por 20 minutos, lavadas em agua corrente e transferidas para revelador
D-72 por 2 horas, imersas em tiossulfato de sodio 5 % ou fixador F-5 por 30 minutos,

lavadas em agua destilada e contracoradas com vermelho neutro a 1% por 1 minuto.
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Depois de lavadas em agua corrente, as laminas foram secas, diafanizadas em xilol e

montadas em balsamo do Canada

6.6.2.4. Tecnica do sudan black B para deteccdo de lipidios totais (PEARSE,
1985)

O material foi retirado e fixado em formol calcio 10%. Depois de seccionado foi
passado rapidamente em alcool 30%, corado com sudan black B durante 20 minutos,
passado novamente no alcool 70% durante 2 minutos e, em seguida, lavado em agua
destilada durante 5 minutos para retirar o excesso da solucdo corante. Posteriormente, as
seccOes foram submetidas a coloracdo pelo vermelho neutro 1% por 2 minutos, para
contrastacdo do nucleo. Em seguida, as laminas contendo as sec¢fes foram lavadas em

agua corrente, secas e montadas em glicerina gélica.
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7. RESULTADOS

Os resultados obtidos foram apresentados na forma de artigos cientificos,
visando a submissdao dos mesmos em periodicos especializadas. Os artigos ja publicados

seguem a formatacéo estipulada pelas revistas a que foram submetidos.
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7.1. Ecotoxicological assays applied in soils contaminated by petroleum hydrocarbons

Esse artigo foi aceito como capitulo do livro “Oil Shale: Extraction, Applications

and Economics”. Nova Science Publishers, Inc, New York, USA.
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Abstract

Soil is the final destination of several types of residues of anthropic origin,
discharged intentionally or accidentally. The environmental impacts resulted from the
petroleum industry in the terrestrial ecosystem are a growing problem. Hydrocarbons of
low molecular weight, small aliphatics and BTEX (benzene, toluene, ethylbenzene and
xylene) present considerable hydrosolubility. BTEX have great mobility in the soil and
can reach easily the water table. Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) are formed
as by-products or incomplete combustion of organic matter. Several PAHs present
genotoxic and carcinogenic properties. In the soil, these compounds and the metabolites
resulted from their degradation can affect directly the terrestrial biota and indirectly the
aquatic ecosystem by percolation; besides presenting potential to affect negatively the
human health. Thus, biological assays (bioassays), which consist in the assessment of
the exposure effects of live organisms in contaminated soil, have been required.
Bioremediation of soils contaminated with petroleum hydrocarbons is an indispensable
alternative for the recovery of the quality of the terrestrial ecosystem, through the
removal or reduction, complete or partial, of the concentration of these compounds. In
this process, microorganisms use the organic compounds present as substrate for the
growth and energy generation and convert them into CO,, H,O and biomass. However,
it has been documented that the reduction in the concentration of hydrocarbons is not
always followed by decrease in the toxicity of the soil; incomplete degradation and the
formation of intermediary metabolites may lead to an increase of the toxicity. Due to the
complexity of the bioremediation of soils contaminated with petroleum residues,
bioassays are indispensable in the evaluation of the success of this process. In this
context, it is here presented a review of the principal ecotoxicological assays with
microorganisms, plants and invertebrates used in the monitoring of soils contaminated
with petroleum hydrocarbons and/or bioremediated. In a complementation to
conventional chemical tests, biological assays can be used with success to identify soils
contaminated with petroleum residues, assess the efficacy of a bioremediation
technology and, finally, monitor sites already restored.

Keys-words: Soil ecotoxicology, genotoxicity, biossays, oil, bioremediation.
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1. Introduction

Soil is the final destination of several types of residues of anthropic origin,
discharged in this environment intentionally or accidentally. Soil contamination is a
growing problem that presents consequences not only for the terrestrial communities but
also to the aquatic species, due to the lateral and vertical transference of contaminants
(Békaert et al., 1999).

The dominant classes of hydrocarbons present in petroleum and in the refined
products are alkanes, alkenes, iso-alkanes, cycloalkanes, monoaromatic, polyaromatic
and heterocyclic compounds (Balba et al., 1998; Salanitro, 2000).

Petroleum hydrocarbons contaminate the surface and sub-surface of the soil by
accidental spills of crude oil through leaks in oil pipes. In such accidents, the
hydrocarbons most soluble in water, mainly the monoaromatic, benzene, toluene,
ethylbenzene and xylene (BTEX), may leach and reach the groundwater. However,
most part of the oil remains in the soil matrix. Accidents at gas stations constitute
another source of contamination of the terrestrial environment and of the freatic water
table (Salanitro, 2000). Soils are also contaminated by the inadequate discharge of
domestic and industrial solid residues, vehicular emissions and atmospheric emissions
that reach the terrestrial environment via precipitation (Trapido, 1999).

Bioremediation technologies are attractive. However, inadequate information
about the toxicity of the residue to be treated, the lack of knowledge of their behaviour
after disposition in the soil, as well as inadequate planning and management of the
bioremediation, have also contributed seriously to the contamination of the terrestrial
environment (White and Claxton, 2004).

Traditionally, chemical analyses constitute the primary method for the
assessment of the toxicity of soils contaminated with petroleum hydrocarbons. The term
TPHs is defined as the quantity of petroleum hydrocarbons measurable in the
environment, comprising hundreds of chemical compounds originally present in the
crude oil. This analysis, therefore, quantify the total hydrocarbons present in the
environment. Now, the analyses of BTEX and polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHS), for example, are critic when it is desired to know the concentration of specific
contaminants (USEPA, 2008).

However, it is impossible to quantify all the compounds present in a complex

mixture of environmental contaminants. Nowadays it has increased the interest in
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alternative tools for the monitoring of contaminated soils. The use of bioassays to assess
the quality of the soils has shown to be promising for making decisions and corrective
actions (Claxton et al., 1998; Plaza et al., 2005a).

A great number of bioassays are available for the assessment of soils.
Bioindicators provide information that are direct, cheap and integrated on the
bioavailability and toxicity of complex mixtures of contaminants. Microorganisms,
plants and invertebrates are among the bioindicators most used in the evaluation of soils
contaminated by petroleum hydrocarbons (Maila and Cloete, 2005) and the several
biomarkers used can indicate the presence, the effects and, in some cases, the
contamination degree of an area, being, therefore, a warning sign for the environmental
contamination.

This text presents a review on the main bioassays of toxicity and genotoxicity,
carried out with microorganism, plants and invertebrates in the assessment of soils

contaminated with petroleum hydrocarbons and/or bioremediated.

2. Bioassays applied in soils contaminated by petroleum hydrocarbons

2.1. Bioassays with bacteria

Microtox®test is a bioassay of acute toxicity largely used in the assessment of
soils contaminated by petroleum hydrocarbons. It is based on the inhibition of the
bioluminescence of Vibrio fisheri in stress conditions (Bispo et al., 1999; Mendonca and
Picado, 2002; Plaza et al., 2005a; Eom et al., 2007). As an advantage of this test we can
highlight the sensitivity, rapidity and possibility of real time monitoring (Paton et al.,
2005).

Bioassays in prokaryotes also detect agents that induce genic mutations and
primary lesions in the DNA. The mutagenicity test with strains of Salmonella
typhimurium, also known as the Salmonella/microsome or Ames test, is, nowadays, the
most used methodology to detect dangerous substances from the genetic point of view
(Umbuzeiro and Vargas, 2003). The procedures of the test were described by Dr. Bruce
Ames’ group (Ames, 1971; Ames et al., 1973; Maron and Ames, 1983). Relationships
between the results of the Ames test and carcinogenicity are well established, due to the
association of the metabolization system of mammals in vitro (Ames et al., 1973;
Malling and Frantz, 1973; McCann et al., 1975). This system is important for PAHs

which are relatively inert, but after metabolic activation, their electrophilic derivatives
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react covalently with nucleophilic centers of the DNA, forming adducts and inducing
frameshift mutations, deletions, strand breaks in the DNA and chromosome
abnormalities (Aina et al., 2006).

Currently, the Ames test is validated on a large scale by several laboratories and
detects the displacement of the reading frame or substitution of base pairs of the DNA
(Umbuzeiro and Vargas, 2003).

Békaert et al. (1999) and Eom et al. (2007), studying soils contaminated by
PAHSs, reported that the Ames test developed in hydric environment is more sensitive
than the developed in agar, due to the increase in the bioavailability of contaminants.
This procedure also provides a great advantage in relation to the traditional method in
agar, since there is no need to concentrate the sample for the detection of the
mutagenicity.

Positive responses in the strains of Salmonella TA100 and TA98, with and
without the metabolic activation, have been reported (Malachova et al., 1997; Monarca
et al., 1997). Eom et al. (2007) indicated that the mutagenicity in TA98 and TA100,
after exposure to extracts of soils contaminated with PAHs was higher after the
metabolic activation. The strain TA100 gave a positive response without metabolic
activation, indicating that besides the PAHSs, other fractions of hydrocarbons or direct
mutagens present in the samples may be the responsible for the observed mutagenic
effects. The strain TA100 has showed to be more sensitive in the detection of petroleum
hydrocarbons in comparison with TA98 (Békaert et al., 1999; Eom et al., 2007).
Nonetheless, other strains such as Salmonella YG1041 and YG1042 have also shown
efficiency in the detection of these compounds (Brooks et al., 1998).

The chromotest (SOS chromotest) and the umu-test were developed as
alternatives for the Ames test by Quillardet et al. (1982) and Oda et al. (1985),
respectively. A strain of Escherichia coli PQ37 or S. typhimurium TA1535/pSK1002,
containing a fusion of the genes of the B-galactosidase (lacZ) and a gene of the SOS
repair system, are employed in these assays, so that the production of 3-galactosidase
depends on the activation of the SOS repair system by the genotoxic compounds.
Another test with bacterium commonly used is the Mutatox®test in Vibrio fisheri M169.
As this mutant does not emit light, the reversion of this characteristic indicates damages
in the DNA (Bispo et al., 1999).

In bioassays with bacteria, several methods of extracting petroleum

hydrocarbons from the soil have been employed. Generally, the bioassays are carried
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out with polyaromatic fractions of contaminated soils, extracted by organic solvents
(Bispo et al., 1999; White; Claxton, 2004). However, a study of Zemanek et al. (1997)
showed that the chemical characterization of polar fractions, besides the polyaromatics,
are required for a better assessment of the potential risk to health and ecological risk of
soils contaminated by petroleum hydrocarbons. In this study, the Microtox®test showed
acute toxicity of the polar fractions of the oil, derived from soils contaminated with
petroleum and creosote. Now, Eom et al. (2007) showed the mutagenic potential of
aqueous extracts of soils contaminated with PAHs by the Ames test and the
Mutatox®test, in a lesser extent, with and without the metabolic activation. In this study,
the umu test showed to be less sensitive, giving negative responses. The authors
attribute this fact to the reduced bioavailability of contaminants in the medium of the
umu test, which contains high concentrations of peptones and proteins capable of
adsorbing contaminants. The use of aqueous extracts provides information about the
deleterious potential of the fractions of petroleum hydrocarbons soluble in water to the

terrestrial fauna and flora, surface waters and water table (Bispo et al., 1999).

3.2. Bioassays with plants

The analyses of the seeds germination and the root growth rates are the most
used bioassays of toxicity with plants in terrestrial ecotoxicology. Economically
important species and of rapid growth, such as Lactuca sativa (lettuce), Zea mays
(maize), Lepidium sativum (cress) and Triticum vulgare (wheat), among others, have
been used in the assessment of soils contaminated with petroleum hydrocarbons (Potter
et al., 1999; Mendonca and Picado, 2002; Maila and Cloete, 2005; Plaza et al., 2005a;
Smith et al., 2006; Hamdi et al., 2007; Eom et al., 2007). Several authors have reported
that the root growth is a more sensitive biomarker than the seeds germination for the
detection of organic residues in the soil, possibly due to its chronic mode of action
(Sverdrup et al., 2003; Paton et al., 2005).

Although the phytotoxicity is a parameter largely employed, more specialized
tests are required.

Soil is the medium of growth and development of most plant species, therefore,
according to White and Claxton (2004), it is not a surprise that these bioindicators have
been used in the assessment of the mutagenic activity of the terrestrial environment as

much as Salmonella (White and Claxton, 2004). Among the main advantages of
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bioassays with higher plants it is highlighted the high genetic sensitivity to several
classes of environmental contaminants (Grant, 1994).

The main plant species used in the genotoxic and mutagenic evaluation of
contaminated soils are Allium cepa, Tradescantia and Vicia faba. Several genetic
biomarkers have been employed in different organs such as leaves, pollen and
endosperm; since point mutations until mitotic and chromosome abnormalities, besides
micronuclei (Grant, 1994, White and Claxton, 2004).

The species A. cepa presents few chromosomes (2n=16), of large size, which
facilitates the evaluation of chromosome damages and/or mitotic abnormalities (Grant,
1982; Leme et al., 2008). Also, there are evidences of the correlation between A. cepa
and other test systems. Fiskesjo (1985) showed that the test with A. cepa presents
sensitivity similar to algae and human lymphocytes. Rank and Nielsen (1994) showed a
correlation of 82% between the test with A. cepa and carcinogenicity studies in rodents.
The counting of mitotic abnormalities and chromosome aberrations in A. cepa allows
the analysis of the genotoxic potential and the understanding of the mechanisms of
action of an environmental sample or chemical assessed, indicating whether it is
clastogenic or aneugenic (Fiskesjo, 1985, Rank and Nielsen, 1997).

The genus Tradescantia presents six pairs of chromosomes, large and easily
observed. The assay of staminal hair mutation (Trad-SHM) is based on point mutation
in which it is suppressed the expression of the blue dominant character in flowers of
heterozygous plants, resulting in the appearance of the recessive colour pink. Another
test widely used in the assessment of soils is the micronucleus test (Trad-MCN),
structure resulted from the chromosome break in the meiotic cells that generate pollen
(Ma, 1982).

The main biomarkers applied in V. faba are sister chromatid exchanges, mitotic
and chromosome abnormalities and micronucleus (White and Claxton, 2004).

In these bioassays, different methods of exposure have been employed in the
evaluation of soils contaminated with petroleum hydrocarbons, such as aqueous extracts
(Baud-Grasset et al., 1993; Cotelle et al. 1999; Souza et al., 2009), direct contact (Lower
et al. 1983; Souza et al., 2009) and organic extracts (Chroust et al. 1997). According to
White and Claxton (2004), in higher plants, the direct contact constitutes the most
effective method in the assessment of contaminated soils, allowing the interaction of
these organisms with all the toxicants adsorbed in the solid particles, as well as with its

water-soluble fraction. Souza et al. (2009) confirmed this fact by comparing the method
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of direct contact with the use of aqueous extracts in soil contaminated with TPHs.
Possible reasons for this effect are the increase in the efficiency in the metabolic
activation of environmental contaminants in the radicular system of plants by
microorganisms of the soil (Rodrigues, 1999).

Plants present the capacity to accumulate any type of PAHSs of the soil (Fismes
et al., 2002; Watts et al., 2006). However, the mechanisms of the metabolic activation
of the PAHs by these organisms are not yet fully enlightened. Nevertheless, Fiskesjo
(1985) showed that root cells of A. cepa have an important enzymatic system
(oxygenases of mixed function), which was able to metabolize the benzo[a]pyrene, a
potent clastogen to humans (IARC, 2008). Later, Baud-Grasset et al. (1993)
demonstrated the clastogenic activity of soils contaminated with creosote (more than
5,000 mg/Kg of PAHSs) by the micronucleus test in Tradescantia. Now, Cotelle et al.
(1999) reported that the micronucleus test in A. cepa, Tradescantia and V. faba was

equally sensitive in the detection of PAHSs present in contaminated soils.

3.3. Bioassays with invertebrates

Some species of terrestrial invertebrates have been used as bioindicators due to
their important role in essential ecological processes of the soil, such as nutrients
cycling and decomposition (Ingham et al., 1985; Beare et al., 1992; Blakely et al., 2002;
Erstfeld and Snow-Ashbrook, 1999).

The deleterious effects of petroleum hydrocarbons in terrestrial invertebrates
have been described. Thus, Sjursen et al. (2001) and Sorensen and Holmstrup (2005)
verified that the pyrene and fluorene interfere in the mechanisms of osmoregulation of
Folsomia candida (Collembola). Now, Blakely et al. (2002) reported that PAHs may
alter the structure of the microhabitat and the food availability for the soil invertebrates.

Regarding the analysis of the toxic potential of contaminated soils, species of
earthworms and springtails have been widely used. Lethal and sub-lethal bioassays,
involving the analysis of the mortality and reproduction rates have shown to be efficient
in the assessment of soils contaminated with petroleum hydrocarbons (Huang et al.,
2005; Eom et al., 2007), being reproduction a more sensitive parameter (Hubalek et al.,
2007; Geissen et al., 2008).

The sensitivity of earthworms and springtails has been proved in studies where a
battery of tests is used. Dorn et al. (1998) verified that earthworms were from 1.4 to 14

times more sensitive than bioluminescent bacteria and from 1.3 to > 77 times more
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sensitive than the seeds germination test in the evaluation of a soil contaminated with
petroleum. Also, Dorn and Salanitro (2000) reported that earthworms presented more
sensitivity than plants to petroleum hydrocarbons.

Eom et al. (2007) used different terrestrial bioindicators to assess samples from
an industrial soil contaminated with PAHSs. The bioassays of survival and reproduction
in the springtail F. candida and in the earthworm E. fetida were highly more sensitive
than the bioassays of root germination and root growth in species of plants. The toxicity
observed in the invertebrates was attributed to the concentrations of fluorene,
phenanthrene, pyrene and fluoranthrene. Still in this study, F. candida showed to be
more sensitive than E. fetida and the analysis of the reproduction rates was considered a
more accurate parameter than survival for the evaluation of the soil quality.

Besides the traditional springtails and annelids, studies with other terrestrial
invertebrates have also been developed for the assessment of soil quality. Since they are
part of the edaphic fauna, diplopods are continuously exposed to contaminants present
in the soil. In these animals, histopathological biomarkers have been applied
(Triebskorn et al., 1991; Godoy and Fontanetti, 2010; Nogarol and Fontanetti, 2010).
Tissular alterations in the midgut and in the perivisceral fat body of the diplopod
Rhinocricus padbergi were studied, after exposure to a soil from a petroleum refinery.
Chemical analyses showed the presence of high concentrations of PAHs and metals.
The obtained responses showed histological and physiological alterations and activation
of the defence mechanisms of the exposed animals, in an attempt to neutralize and/or

eliminate the intake of toxic residues (Souza, unpublished data).

3. Monitoring of the bioremediation of soils contaminated with petroleum
hydrocarbons

Bioremediation of contaminated soils is determined by the metabolic potential of
the microorganisms that use organic compounds as substrate for the growth and
generation of energy and convert them into CO,, H,O and biomass. This process is
highly dependent on the concentration, bioavailability and biodegradability of the
contaminants, as well as environmental factors such as humidity, temperature, pH, soil
type and availability of oxygen and nutrients as C, N and P. The bioremediation
presents low operational cost, stimulates natural process, may result in the complete

destruction of hazardous compounds transforming them into inert products and reduces
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the risk of contamination of other areas, compared to traditional physical and chemical
processes (Balba et al., 1998; Sarkar et al., 2005; Plaza et al., 2005a).

There is a variety of bioremediation technologies applied in soils contaminated
with  petroleum hydrocarbons, such as biopiles, bioreactors, composting,
phytoremediation and landfarming (Khan et al., 2004; White and Claxton, 2004).
Microorganisms, especially bacteria, present the capacity to degrade rapidly petroleum
hydrocarbons, mainly the saturated and unsaturated alkanes, monoaromatics and PAHs
of low weight. Also, a part of these compounds may be removed from the soil by
volatilization. However, PAHs of high molecular weight, resins and asphaltenes are
more recalcitrants, and can be adsorbed on the solid particles (Trapido, 1999; Ward et
al., 2003; Khan et al., 2004). The half life of PAHSs in the soil, for example, vary from 2
months to 2 years (Sverdrup, et al., 2003). Thus, different strategies are used to optimize
the bioremediation of soils contaminated with these compounds.

Two processes can be used to enhance the microbial activity during the
bioremediation: biostimulation and bioaugmentation. The biostimulation consists in the
addition of nutrients and/or uncompressing agents in the contaminated soil, increasing
the population of endogenous microorganisms. They may, or may not, use the
hydrocarbons as primary source of carbon. However, it is assumed that the
hydrocarbons will be degraded more rapidly in comparison to the natural attenuation
due to the increase in the number of microorganisms. The bioaugmentation involves the
addition of endogenous or exogenous microorganisms that are able to degrade toxic
target molecules (Sarkar et al., 2005; Hamdi et al., 2007). These two processes may
occur simultaneously when organic residues that contain microorganisms able to
metabolize pollutants are added into the soil (Hamdi et al., 2007).

Recently, the supplementation of the contaminated soil with nutrients or
uncompressing agents has been investigated by the addition of several residues of
organic origin, such as animal faeces (Potter et al., 1999; Adesodun et al., 2008),
biosolids (Sarkar et al., 2005) and rice hull (Hamdi et al., 2007; Souza et al., 2009),
instead of specific nutrients. These experiments measure the effects of a combination of
various sources of nutrients, being the C one of them. Together, the results of the above
cited studies indicate that these residues are more efficient in the bioremediation of soils
contaminated with petroleum hydrocarbons.

The assessment of the effectiveness of a bioremediation technology may be

verified by the determination of the decrease of the concentration of total or partial
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environmental pollutants, for example, TPHs (Sarkar et al., 2005; Huang et al., 2005;
Souza et al., 2009) and PAHs (Morelli et al.,, 2005), respectively. Additionally,
respirometric methods (consumption of oxygen and/or carbon dioxide) may be used for
the evaluation of the ready or inherent biodegradability of the pollutants (Balba et al.,
1998; Souza et al., 2009). The count of total heterotrophic microorganisms and of
degrading microorganisms of one or several specific substrates has also been widely
applied (Balba et al., 1998; Oh et al., 2000).

In the last years, a great variety of bioassays have been used as a complement to
the above described methods. Several studies have associated the decline of the
concentration of petroleum hydrocarbons with the decrease of the toxicity, genotoxicity
and mutagenicity of the soils.

Picado et al. (2001) reported the depletion of 63% in the total PAHs, mainly of
2, 3 and 4 aromatic rings (79%). Concomitantly, a change in the composition of the
microbial population was observed with significant increase of heterotrophic colonies
able to degrade PAHs. After the three months of bioremediation, no ecotoxicological
and genotoxic effects were observed in the treated samples. Now, Mendonca and Picado
(2002) applied the Mutatox® test to assess a soil highly polluted with PAHs (1141
mg/Kg of soil) and its treatment in landfarming. After 5 months of bioremediation, the
concentration of PAHs was reduced in 60% (447 mg/Kg of soil) and the soil samples
were not genotoxic. Plaza et al. (2005b) used the SOS cromotest and the umu test to
evaluate samples of two biopiles from a petroleum refinery. After four years of
bioremediation, there was depletion in the PAHs of 81% and it was not detected
genotoxicity in the soil samples. According to the authors, the umu test presented more
sensitivity than the SOS cromotest.

Bioassays with plants have shown to be important tools in the genotoxic and
mutagenic assessment of soils contaminated with petroleum hydrocarbons after
bioremediation. Soils contaminated with PAHs were incubated with the lignin-
degrading fungus Phanerochaete chrysosporium, for eight weeks. Aqueous extracts of
the soils pre-incubated were highly clastogenic by the Trad-MCN test. After the
treatment there was depletion in the PAHs and reduction in the mutagenicity of the
extracts (Baud-Grasset et al., 1993).

Pottter et al. (1999) reported that a soil contaminated with PAHSs had little effect
on the germination of seeds, both before and after the bioremediation. However, the

untreated soil exhibited significant inhibition of the root growth in Lactuca sativa and
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Avena sativa (ECso 95% and 77%, respectively). Significant induction of mitotic and
chromosome abnormalities in Allium cepa before the bioremediation were reported.
After the treatment, such abnormalities showed to be insignificant. The reduction in the
genotoxicity of the soil was followed by the decline in the PAHs concentration.

Song et al. (2007) used the micronucleus test (MN) in V. faba to evaluate the
mutagenic activity of three soils contaminated with PAHSs, before and after
bioremediation. Now, Souza et al. (2009) concluded that the bioassay in A. cepa was
adequate to assess the biodegradation of petroleum hydrocarbons (13.5 g/Kg of TPHSs)
present in samples of a landfarming. The authors concluded that the bioassay could be
routinely required to evaluate the detoxification of hydrocarbons present in
bioremediated soils.

Bioremediation of soils contaminated with petroleum resulted in a progressive
decline of the acute toxicity in earthworms (Salanitro et al., 1997). The same effect was
observed by Hund and Transpurger (1994) for earthworms in a soil contaminated with
PAHs. The decline in the toxicity of a soil contaminated with PAHSs, after
bioremediation, was demonstrated by Potter et al. (1999), through the analysis of
lethality in two species of earthworm, Eisenia fetida and Lumbricus terrestris. The
biological results were consistent with the decline in the concentration of PAHs of the
soil. Dorn and Salanitro (2000) concluded that the bioremediation was effective in
reducing the toxicity of soils contaminated with oil, assessed by the toxicity tests using
bacteria, earthworms and plants.

Wang et al. (1990) demonstrated that supplementation with nutrients in soil
contaminated with oil promoted a rapid decline of the soil mutagenicity within 12
weeks. Now, Souza et al. (2009) verified that the biostimulation and bioaugmentation,
by adding rice hull, accelerated the bioremediation in a landfarming from a petroleum
refinery. This fact was also confirmed by the increase in the significative rate of CO,
released by microorganisms present in the landfarming treated with rice hull compared
with the untreated sample.

The biological responses after bioremediation depends on the bioavailability of
petroleum hydrocarbons present in the soil. Salanitro et al. (2007) reported that light oil
was more toxic to plants than medium and heavy oils; however the toxicity of all oils
was reduced after bioremediation.

Also, not always the decline of petroleum hydrocarbons results in the decrease
of the toxic, genotoxic and mutagenic activity of the soils (Alexander et al., 2002). For
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example, Philips et al. (2000) reported that although the total concentration of TPHs in
the soil decreased after bioremediation, there was an increase in the soil toxicity in
earthworms and plants. Now, Brooks et al. (1998) detected increase in the mutagenicity
in soil extracts submitted to the Ames test, after two of the four bioremediation
technologies evaluated. These authors attribute this fact to the presence of azaarene
(PAHS where a carbon is substituted by nitrogen in the aromatic ring structure) and
nitroarenes (PAHs with a nitro group associated) in the extracts. Azaarenes are
mutagens that require metabolic activation, unlike nitroarines. Still, Lundstedt et al.
(2003) reported that the bioremediation of soils contaminated with PAHs may result in
the formation of PAHs containing oxygen. Some of these compounds, such as ortho-
quinones and ketones are potent direct mutagens for some organisms (Flowers-Geary et
al., 1996).

Nevertheless, most of the times the intermediary metabolites formed during the
biodegradation of PAHSs, responsible for the increase in the mutagenic activity of
extracts or samples of soil, are only detected by the bioassays since the traditional
chemical analyses cover a limited number of specific compounds. Thus, this has been
considered one of the greater advantages of the use of bioassays in the evaluation of the

bioremediation of soils contaminated with petroleum residues (Plaza et al., 2005a).

4. Conclusion

Petroleum hydrocarbons may affect the terrestrial biota as well as other
organisms at different biological organization levels. In complement to the conventional
chemical tests, biological assays may be used successfully to identify soils
contaminated with these compounds, to evaluate the effectiveness of a bioremediation
technology and, finally, monitor sites already restored.

Bioassays with bacteria, plants and terrestrial invertebrates are among the most
used in the assessment of the terrestrial environment. The responses obtained with these
bioindicators may vary according to the physico-chemical parameters of the soil,
pollutants extraction method as well as their bioavailability.

The combination of organisms belonging to different throphic levels, the use of
different extraction methods of petroleum hydrocarbons and of different biomarkers
may provide a better understanding of the toxicity and bioavailability of contaminants
present in soils contaminated with petroleum and direct the implementation of

bioremediation technologies if necessary.
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Abstract

Landfarming is a soil bioremediation technology practiced by oil refineries in
order to reduce or eliminate hydrocarbons from petroleum sludge. The goal of the
current study was use Allium cepa bioassay to assess landfarming and landfarming with
rice hulls amendment before and after hydrocarbons biodegradation assay in the
laboratory. Three cytogenetic endpoints were used: mitotic and chromosome
abnormalities (MCA), micronuleus (MN) and nuclear buds (NB). Landfarming
presented 13.5 g/Kg of Total Petroleum Hydrocarbons (TPHs) and caused strong
clastogenic and mutagenic effects (p<0.05) in A. cepa. After 108 days of
biodegradation, the landfarming reached the rate of 26.30 mmol of CO, released, the
concentration of TPHs decreased by 27% and there was significant reduction in MCA,
MN and NB. Landfarming treated with rice hulls had the highest release of CO,, 110.9
mmol, associated with a remarkable reduction in TPHs concentration, 59%, and had the
highest decrease in MCA, MN and NB (p>0.05). Our findings showed that the use of
rice hulls accelerated the biodegradation efficacy of landfarming and reduced their
clastogenicity, indicating that supplementary treatments are important to improve the

efficiency of bioremediation processes.

Keywords: petroleum sludge, oil refinery, bioremediation, genotoxicity tests
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1. Introduction

Petroleum sludge resulting from oil refining consists mainly of an emulsion
composed of water, sedimented material, hydrocarbons and heavy metals, such as
barium, chromium, nickel and lead (Ururahy, 1998). Bioremediation of organic
pollutants is the most important clean-up mechanism of petroleum sludge from the
environment (Leahy, 1990). Thus, oil refineries worldwide have practiced landfarming
to treat oil sludge (Riser-Roberts, 1998). In this system, microorganisms use organic
compounds in the residue deposited in the upper layers of the soil as a substrate for
growth and energy production, converting the contaminants to CO,, H,0, and biomass.
The aerobic activity of microorganisms is constantly stimulated through soil aeration
and/or by adding nutrients, minerals, and water (Harmsen, 1991).

In landfarmings, petroleum hydrocarbons are largely removed through
volatilization and biodegradation (Hejazi et al., 2003). Lighter petroleum hydrocarbons,
including the constituents of gasoline, tend to be removed by volatilization process and
degraded by microbial respiration (USEPA, 1994). However, heavier petroleum
hydrocarbons do not evaporate during aeration but are broken down by microorganisms
present in the soil at the treatment site. These higher molecular weight petroleum
constituents, such as those found in heating and lubricating oils and to a lesser extent in
diesel fuel and kerosene, require long periods of time to degrade (Khan et al., 2004).

In addition, heavy metals are not biodegraded in landfarmings, are accumulated
in the soil and may reduce the degradation of hydrocarbons. In general, soil
concentrations of heavy metals exceeding 2.5 g/Kg, can be toxic or inhibit the growth
and reproduction of microorganisms responsible for biodegradation (USEPA, 1994).

Several strategies may be used to accelerate the biodegradation of hydrocarbons
in landfarming applications. One technique involves the addition of bulking agents to
the soil which improves some of its physico-chemical characteristics, reducing its
density, increasing porosity and facilitating oxygen diffusion among solid particles. In
addition, the capacity of water retention in the soil may be altered (Vasudevan and
Rajaram, 2001). Rice hulls are an active organic residue that contain microbial strains
capable of metabolizing pollutants and may be used in the bioremediation of oil-

contaminated soils (Hamdi et al., 2007).
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The effectiveness of a technology of bioremediation can be measured by testing
of biodegradation in the laboratory. In this case, two of the parameters examined are:
the rate of microbial respiration (consumption of O, and / or CO;) and the
disappearance rate of total pollutants, such as TPH (Total Petroleum Hydrocarbon) in
sites contaminated with petroleum hydrocarbons (OH et al., 2000). TPH is defined as
the measurable amount of petroleum-based hydrocarbon in an environmental media
and, thus, TPH itself is not a direct indicator of the risk (i.e., mobility, toxicity, and
exposure to human and environmental receptors). Thus, other analysis or information in
addition to a single TPH number must be used to relate TPH concentrations to risk
(Plaza et al., 2005 and USEPA, 2008).

In recent years, bioassays have been used to monitor contaminated and/or
bioremediated soils and are promising tools for risk-based corrective action (Plaza et al.,
2005). Since soil is the growth medium for most plants, it seems logical that these
assays should be amenable to the assessment of soil genotoxicity (White and Claxton
2004). Among higher plants, Allium cepa is commonly used to evaluate the genotoxic
and mutagenic potential of contaminated soils. This species has large and few
chromosomes (2n = 16) what facilitates the evaluation of chromosome damages and/or
mitotic abnormalities (Grant, 1982 and Leme et al., 2008). Also, there are evidences of
the correlation between A. cepa and others test system. Fiskejo (1985) showed that A.
cepa test presents a similar sensitivity to that algal and human lymphocyte test system.
Rank and Nielsen (1994) showed a correlation of 82% between A. cepa test and
carcinogenity assays in rodents.

The goal of the current study was use A. cepa bioassay to evaluate landfarming
and the conjunction of landfarming with rice hulls amendment before and after the
hydrocarbons biodegradation assay in the laboratory. Seeds of A. cepa were exposed
directly to soil samples and in aqueous extracts in order to evaluate the fraction of water

soluble pollutants and less soluble and soil-bound pollutants.

2. Materials and Methods

2.1. Landfarming soil

Soil from a landfarming facility at an oil refinery was collected in 2005

according to the technical procedure NBR 10.007 of the Brazilian Association of
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Technical Standards (ABNT) (2004). According to Crivelaro (2005), the biodegradation
on landfarming of this refinery is not efficient due high concentration of organic
compounds and heavy metals (1.41%). Soil concentrations of TPHSs in the range of 10
to 50 g/Kg, can inhibit the microbial activity (USEPA, 1994).

2.2. Control soil

Soil of the Itirapina Ecological Station — S&o Paulo State, Brazil, managed by the
Forestry Institute of S&o Paulo State - Brazil, was used as control soil (CS). The area of
the reserve comprises approximately 2.300 hectares of well-preserved native grassland.
The collection was carried out according to technical procedure NBR 6.457 of the
Brazilian Association of Technical Standards (ABNT) (1986).

2.3. Physical and chemical analysis

Landfarming and control soil were examined for the following physico-chemical
parameters: texture, pH, organic matter content, nutrients concentrations and heavy
metals concentration (Ba, Cd, Cr, Ni and Pb). The metal analyses were performed by
inductively coupled plasma emission spectrometry (ICP). All the analyses described
above were performed by Institute of Campinas of Soil and Fertilizer Analysis LTDA
(ICASA), Campinas, S&o Paulo State, Brazil.

The analyses of TPHSs in soil samples were conducted by the ASL Environmental
Analysis, Rio Claro, Sdo Paulo State, Brazil. The TPHs analyses were performed
according to the USEPA — SW 846 method 8015B (USEPA, 1996). This method detects
aliphatic and aromatics hydrocarbons that represent the readily degradable organic
fraction of petroleum (USEPA, 1996).

2.4. Biodegradation of hydrocarbons

After collection of the soils, water was added to 70% of the holding capacity.
Then three treatments were generated: control soil (CS - 50g), landfarming (L - 509)
and landfarming associated with rice hulls (LRH - 50g of soil and 10g of rice hull).

These treatments were subjected to respirometric method (Bartha and Pramer,
1965), according to the technical procedure NBR 14.283 of Brazilian Association of
Technical Standards (ABNT) (1999). In this process the CO, released by
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microorganisms is proportional to the percentage of substrate biodegraded.
Mineralization studies involving measurements of total CO, production can provide
excellent information on the biodegradability potential of hydrocarbons (Balba et al.,
1998). In this work, the levels of CO, was monitored for 108 days and quantified. For
each experimental condition, the biometer flasks were prepared in triplicates (3 x 50 g
of soil) and incubated at 27°C in the dark. Produced CO, was trapped in a 10.0 mL
solution of KOH (0.2 N), located in the side-arm of the biometer. This solution was
periodically withdrawn by syringe, and the amount of CO, absorbed was then measured
by titrating the residual KOH (after the addition of barium chloride solution (1 mL; 1.0
N) used to precipitate the carbonate ions) with a standard solution of HCI (0.1 N).
During this procedure, the biometers were aerated during 1.5 minutes through the
ascarite.
CO,, released (mmol) = (VB - VA) x 50 x fHCI
where: VB = volume (mL) of HCI 0.1 N used to titrate the control biometer flask
(landfarming without rice hulls addition); VA = volume (mL) of HCI 0.1 N used to
titrate the landfarming with rice hulls; fHCI = correction factor of the normality of HCI.
The amount of CO, released was represented as mean * standard deviation.

ANOVA (p<0.05) was used to determined the differences between the treatments.

2.5. Preparation of aqueous soil extracts

Aqueous soil extracts of each replicate (CS, L and LRH) were prepared
according to Cotelle et al. (1999). Approximately 50 g of soil were added to 300 mL of
ultrapure water. The mixture was stirred for 24 hours and then let sit for another 24
hours at room temperature (25 + 2 °C). Supernatant was collected and the aqueous
extracts without any further filtration process were used for the A. cepa seeds

germination.

2.6. The A. cepa bioassay

Seeds of A. cepa were allowed to germinate at room temperature (25 + 2 °C) in
Petri dishes lined with filter paper moistened with aqueous soil extracts.
Simultaneously, seeds were planted directly in soils. Three dishes were used per

treatment. The positive control contained the herbicide trifluraline at a concentration of



Resultados 68

0.84 mg/Kg. This herbicide is known to be a potent inducer of chromosome aberrations
in A. cepa (Fernandes et al., 2007).

The bioassay in A. cepa was performed according to Grant (1982). After five
days, when radicles of A. cepa reached approximately 1 to 2 cm, some specimens were
collected and fixed in Carnoy | (3:1 methanol/acetic acid) (continuous treatment). The
remaining radicles were transferred to a Petri dish containing ultrapure water for a 48-
hour recovery treatment. After fixation, radicles were hydrolyzed in 1N HCI at 60°C for
10 minutes and later stained with Schiff Reagent for 2 hours in the dark. The roots tips
were sectioned, placed on slides, coverslipped and smashed. Cover slips were removed
in liquid nitrogen and the slides were mounted with Entellan or Permount. The material
was analyzed under light microscope at magnification of 400x. Five slides were
prepared for treatment and a total of 7500 cells were counted (500 cells/ slides). Several
types of mitotic and chromosome abnormalities within different cell division stages
(metaphase, anaphase and telophase) were considered: chromosomal breaks, losses and
bridges, adherences, multipolar anaphases, polyploid cells and C-metaphases. The
micronucleus (MN) and nuclear buds (NB) induction in the meristematic cells of A.
cepa was regarded, apart from mitotic and chromosome abnormalities. The non-
parametric test Kruskal-Wallis (p<0.05) was used. The results were expressed as mean

+ standard deviation (SD of three replicate).

3. Results

3.1. Physical and chemical analyses

The soil analyses results are show in the Table 1. The control soil was classified
as sandy, pH 4.0, low amount of organic matter and low concentration of heavy metals
when compared to landfarming. The landfarming was classified as clay, pH 5.0 and
large amount of organic matter and heavy metals, particularly Ba, Ni and Cr. Were
recorded high concentrations of the elements Ca, Mg, S, Na and Fe in this sample.
Nevertheless the differences between the control soil and the landfarming, soil of the
Itirapina Ecological Station was used because it is represents the typical soil of S&o

Paulo State, the “cerrado” soil.
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According to Figure 1, TPHs concentration of L was 13.5 g/kg. After the
biodegradation, TPHs concentration decreased by 27%, 9.8 g/kg, whereas in LRH TPHs
concentration decreased by 59%, 5.5 g/kg.

3.2. Biodegradation of hydrocarbons

The Figure 2 shows the results of biodegradation assay. Lighter hydrocarbons
were preferentially biodegraded in approximately 10 days. After this time, the
degradation rate slowed down. In control soil, the release of CO, was the lowest when
compared with the other soils due the low amount of organic matter. After 108 days,
the amount of CO, released was larger in LRH treatment (110.9 mmol CO,) than L
treatment (26.3 mmol CO,). The values were statistically significant (ANOVA, p<0.05).

3.3. The A. cepa bioassay before biodegradation

The mitotic and chromosome abnormalities results are shown in Table 2. In
continuous and recovery treatments, the frequencies of mitotic and chromosome
abnormalities of landfarming site were significantly higher (p<0.05) compared to the
control soil. Only the frequencies of adherences, chromosome bridges and chromosome
breaks showed statistically significant differences to the control soil (Table 3).

The micronucleus results are shown in Table 4. The induction of micronucleus
was significantly different (p<0.05), when compared with control soil, except for
recovery treatment/extract aqueous.

The induction of cells with nuclear buds was significantly higher (p<0.05) for
seeds germinated in aqueous soil extract/continuous treatment and direct

contact/recovery treatment (Table 5).

3.4. The A. cepa bioassay after biodegradation

In continuous and recovery treatments, the induction of mitotic and chromosome
abnormalities (Table 2), micronuclei (Table 4), and nuclear buds (Table 5) in A. cepa
exposed to landfarming soil and landfarming soil and rice hulls, did not differ from that
of the control soil. However, L was less toxic than CS and LRH after biodegradation for
aqueous extract/ continuous treatment (Table 5) and induction of bridges was higher in
LRH after biodegradation (Table 6).
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Among the abnormalities observed, bridges and breaks were the more frequents
(Table 6). Seeds germinated in landfarming soil and rice hulls had the highest decrease
in genetic damage when compared to samples germinated in landfarming soil only
(Tables 2, 4 and 5).

3.5. Exposure methods of A. cepa seeds

Although the induction of MCA, MN and NB had been higher when seeds of A.
cepa germinated directly in soil samples, compared to aqueous extract, no statistical
differences were observed between the exposure methods.

4. Discussion

Chromosomal adherence, bridges and breaks were the major types abnormality
observed in A. cepa root cells. According to Turkoglu (2007), adherence is a commom
sign of toxic effects on the genetic material and may cause irreversible effects on the
cell. However, in this study, the presence of this abnormality can explain the significant
induction of chromosomal bridges and breaks. The bridges observed were probably
formed from adherence, as they were not accompanied by fragments (Kong and Ma,
1999). Throughout anaphase, these bridges may break and form laggards (Goémdargen,
2005). The mutagenic activity of landfarming was also assessed by induction
micronuclei and nuclear buds. Micronuclei are a result of chromosome breaks and
disturbances in the mitotic process due to a malfunctioning of the fuse (Grover and
Kaur, 1999). Also micronucleated cells can be arising from nuclear buds, which are
eliminated from the nucleus through an active process during the S phase of the cell
cycle (Shimizu et al., 1998).

The A. cepa bioassay allows the understanding the action mechanisms of tested
chemical or environmental sample evaluated. Thus, the incidence significant of bridges
and breaks can indicate that the landfarming presents clastogenic potential due action of
hydrocarbons and heavy metals. Leme et al. (2008) showed that petroleum
hydrocarbons can induce clastogenic and aneugenic effects, as well as induce cell death
process on genetic material of A. cepa. However, probably hydrocarbons and heavy

metals have synergistic effects in A. cepa and the combined application of two methods
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of exposure showed that both soluble pollutants and less soluble and soil-bound
pollutants can be dangerous to organisms exposed to landfarming.

The data of biodegradation assay showed that the amount of CO, released was
larger in LRH treatment than L. The most labile fractions of hydrocarbons were
preferentially biodegraded in approximately 10 days. After this time, the degradation
rate slowed down, indicating that the microorganisms need more time to degrade more
complex hydrocarbons.

The increase in CO; release associated with depletion TPHs demonstrated that
rice hulls accelerated the hydrocarbons biodegradation. Rice hulls improve soil aeration
and permeability, thereby promoting microbial activity (Vasudevam and Najaram
(2001). According to Pointing (2001), microorganisms that degrade biopolymers have
ligninolytic enzyme machinery (e.g., laccase, lignin peroxidase and Mn-dependent
peroxidase) that can reach and deplete hydrocarbons with low availability as well as a
wide range of organic pollutants in contaminated soils. Rice hull is rich in biopolymers
(cellulose and lignin). Thus, Hamdi et al. (2007) demonstrated that rice hull addition in
PAH-spiked soil promoted significant enhance of the activity extracellular ligninolytic
enzymes and PAH depletion. These authors concluded that addition of rice hulls in soil
supplied more active aerobic cellulose decomposers with higher degrading capabilities
for PAHs of four or less rings. The same might have occurred in this study.

The A. cepa bioassay was used to evaluate the rice hulls effects on landfarming
after biodegradation assay. There was significant reduction of genotoxicity. However,
the induction of nuclear buds and bridges was higher in LRH than L in aqueous extract/
continuous treatment. Probably, toxic metabolites were formed after biodegradation in
LRH treatment. Nevertheless, the induction of buds and bridges was not significant.
Alexander et al. (2002) showed that genotoxicity of hydrocarbons-contaminated soils
can enhance due new mutagens formed during biological treatment.

In present work, rice hulls promoted the decrease of clastogenicity and
mutagenicity of landfarming, indicating that supplemental treatments are important to

improve the efficiency of bioremediation processes.

5. Conclusions
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The addition of rice hulls in landfarming may constitute a cost-effective
alternative for hydrocarbon bioremediation. The A. cepa bioassay was suitable to
evaluate the biodegradation process in soils contaminated with petroleum sludge and
could be routinely required to evaluated the pollutants detoxification in bioremediated

soils.
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Table 3. Types of mitotic and chromosome abnormalities (MCA) in root meristem cells of A.

cepa, exposed to landfarming, before biodegradation

Treatments Adherence Break Bridge Others MCA
Continuous / Aqueous extract
CS 0.06 £ 0.25 0.13+0.35 0.40+0.5 1.40 £0.82
L 1.46+051* 066+048 2.33+0.61° 2.20+1.20
LRH 0.46+£0.51 3.06+£1.16% 1.73+0.59° 0.73+0.59
Continuous / Direct contact
CS 00 00 0.26 £ 0.45 1.26 £0.88
L 200+1° 240+0.82% 280+0.67° 213+1.24
LRH 2.00+0.92% 273+0.59* 3.00+0.75° 2.27+1.09
Trifluraline 0.33+0.48 0.06 +0.25 1.13+0.35 9.20 +1.65°
Recovery / Aqueous extract
CS 0.26 £ 0.45 0.06+0.36  0.33+0.61 0.60+0.73
L 00 3.00+0.75°% 200+1° 00
LRH 1.00+0° 2.00+£0.92% 200+1.19° 0+0
Recovery / Direct contact
CS 0+0 0+0 00 1.80+0.67
L 1.00+0° 1.73+059% 3.00+0.75% 0+0
LRH 0.33+0.61 2.33+1.39% 2.00+1.00° 1.33+0.89
Trifluraline 2.00+0.92° 00 2.00 + 1.00° 4.60 +1.84°

CS: control soil; L: landfarming; LRH: landfarming and rice hulls

# Significant compared to the control soil using the statistical test Kruskal-Wallis (p< 0.05)

Others MCA: C-metaphase, multipolar anaphase, chromosome loss and polyploid cell

Values were expressed as mean + standard deviation. Data obtained from 7500 cells observed per

treatment
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Table 6. Types of mitotic and chromosome abnormalities (MCA) in root meristem cells of A.

cepa, exposed to landfarming, after biodegradation

Treatments Adherence Break Bridge Others MCA
Continuous / Aqueous extract
CS 0.06 £ 0.25 0.0+0.0 0.20+ 0.41 1.54 £0.99
L 0.94 +0.79 1.00+0.0° 0.13+0.35 0.74 £ 0.45
LRH 0.33x0.72 0.06 £ 0.25 0.80+0.94 0.57 £ 0.63
Continuous / Direct contact
CS 047051 0.06 £ 0.25 0.0+£0.0 1.47+£0.83
L 0.0+0.0 2.00+0.92% 0.66+0.48 0.0+0.0
LRH 0.53+0.83 0.60+ 0.5 0.53+0.63 0.20+0.41
Trifluraline 0.34+0.72 0.06+0.25 1.27+0.88% 9.33+1.17°
Recovery / Aqueous extract
CS 0.26 £ 0.45 0.0£0.0 0.0+£0.0 0.86 + 0.83
L 0.0+0.0 1.00+0.37% 0.94+0.79 0.0+0.0
LRH 0.53+0.63 0.0+0.0 0.0+£0.0 0.46+0.51
Recovery / Direct contact
CS 0.33+0.6 0.54 +0.63 0.0+£0.0 0.86 +0.74
L 0.0+0.0 1.06+045% 1.00+0.37° 0.60 = 0.63
LRH 0.26 £ 0.45 0.06 £ 0.25 0.13+0.35 1.07 £0.59
Trifluraline 0.60+0.74 0.06+0.25 1.27+0.88*% 10.07 +3.03°

CS: control soil; L: landfarming; LRH: landfarming and rice hulls

# Significant compared to the control soil using the statistical test Kruskal-Wallis (p< 0.05)

Others MCA: C-metaphase, multipolar anaphase, chromosome loss and polyploid cell

Values were expressed as mean + standard deviation. Data obtained from 7500 cells observed per

treatment
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LEGEND

Figure 1. Total Petroleum Hydrocarbon (TPH) (g/Kg) presents in landfarming (L),
before biodegradation and in landfarming and landfarming in conjuction with rice hulls
(LRH), after biodegradation.

Detection limit (g/Kg): 2.90

Quantification limit (g/kg): 8.70

Figure 2. Release of CO, (mmol/g soil) in landfarming soil (L) and landfarming soil

and rice hulls (LRH). Values are means of triplicate measurements.
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7.3. The effects of two agricultural residues on the bioremediation and genotoxicity of

soil contaminated with petroleum refinery sludge

Esse artigo foi submetido ao periodico Water, Air and Soil Pollution.



Resultados 86

The effects of two agricultural residues on the bioremediation and genotoxicity of soil

contaminated with petroleum refinery sludge

Tatiana da Silva Souza®, Fabiana Aparecida Hencklein®, Dejanira de Franceschi de Angelis®,

Carmem Silvia Fontanetti®

“Department of Biology, Institute of Biosciences, Sdo Paulo State University (UNESP), Av.
24A, no. 1515, CP 199, 13506-900, Rio Claro, SP, Brazil

Rio Claro, Brazil

bDepartment of Biochemistry and Microbiology, Institute of Biosciences, Sdo Paulo State
University (UNESP), Av. 24A, no. 1515, CP 199, 13506-900, Rio Claro, SP, Brazil

Rio Claro, Brazil

Correspondence to: Carmem Silvia Fontanetti

Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Av. 24A, n° 1515, CP 199, 13506-900, Rio Claro, SP, Brasil

Phone: (55) 19 3526-4156, FAX: (55) 19 3526-4136

e-mail: fontanet@rc.unesp.br



Resultados 87

Abstract

Landfarming is a bioremediation technology designed to reduce the concentration of
organic contaminants in the soil. It has been widely used by refineries to treat the sludge
produced during oil refinement. Supplementary treatments, such as adding bulking agents and
nutrients to the soil, can be used to accelerate this process. In this study, rice hulls and vinasse
were used for this purpose. The total petroleum hydrocarbon (TPH) concentration was
measured at the beginning and end of the experiments, as well as the genotoxic activity of the
soil using Allium cepa bioassays. At the beginning of the experiments, a high TPH
concentration, 17.28 g/kg, and a high genotoxic activity (p<0.05) were detected in soil
samples from a landfarming site. After 33 days, the TPH concentration in the untreated
landfarming soil sample was reduced by 8.77%, but genotoxic levels remained unaltered. In
the landfarming soil sample treated with vinasse, the TPH concentration decreased by
12.96%, while genotoxic and mutagenic activities were enhanced (p<0.05). In the
landfarming soil sample treated with rice hulls alone or rice hulls combined with vinasse,
there were significant reductions in the TPH concentration, 46.56% and 51.01%, respectively,
and in genotoxicity (p<0.05). Based upon these results, rice hulls combined with vinasse or
rice hulls alone or may be routinely used in the bioremediation of soils contaminated with
petroleum sludge. On the other hand, vinasse was not sufficient to accelerate the
bioremediation and decrease the genotoxicity of landfarming.

Keywords: landfarming, oil refinery, vinasse, rice hull, Allium cepa
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1. Introduction

Industrial and agricultural activities produce large quantities of residues that are
often discarded into the soil and may contain polluting substances. Bioremediation and
the recycling of wastes are alternative techniques that are used to minimize the possible
environmental effects caused by improper disposal and ineffective treatments of these
residues.

In petroleum refineries, oily sludge produced during the refining process is
spread on the upper layers of soil, in a system termed landfarming. Through aerobic
respiration, microorganisms use the organic compounds present in the residues as
substrates for growth and energy production. Thus, contaminants are converted into
CO,, H,0 and biomass (Harmsen 1991).

Although very common, landfarming can be inefficient, as organic residues may
require long periods of time to be completely biodegraded (Khan et al. 2004). However,
several strategies can be used to optimize this process, including the addition of bulking
materials and nutrients to the soil (Hamdi et al. 2007).

Rice hulls are organic residues derived from rice milling. Brazil is among the
world’s ten largest rice producers and currently, nearly 12 million tons of rice hulls are
produced in the country (Della et al. 2001). Rice hulls are rich in organic material (80%)
and oxidizable organic carbon (34%), and have a high carbon to nitrogen ratio (ranging
from 50 to 150) and high water retention capacity (Iranzo et al. 2004). Addition of rice
hulls to the soil can decrease soil compaction, increase porosity, and consequently, can
increase the diffusion of oxygen between solid particles, thus accelerating microbial
activity (Vasudevan and Rajaram 2001). Because of these characteristics, the addition
of rice hulls into soils contaminated with petroleum sludge and its by-products may be
an environmentally viable recycling alternative. Some studies have demonstrated the
effectiveness of this procedure. Hamdi et al. (2007) showed that rice hulls considerably
decreased polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) concentrations and increased
microbial activity in a contaminated soil.

Vinasse is an effluent of ethanol production from sugarcane. In Brazil, the
annual production of vinasse is about 170 billion liters. This effluent has been widely
recycled as fertilizer in agricultural soils because it is rich in nitrogen (N), phosphorous
(P), sulfur (S), iron (Fe), magnesium (Mg), calcium (Ca), and sodium (Na). Minhoni et

al. (1987) demonstrated that vinasse, when added to soil, modifies some of the chemical
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and biological characteristics of the soil, increasing the soil pH and promoting microbial
activity. To examine the effects of vinasse on the bioremediation of organic pollutants,
Prata et al. (2001) used this effluent to accelerate the degradation of the herbicide
ametryn in the soil. Crivelaro (2005) combined vinasse with petroleum sludge and
observed an increase in the quantity of microorganisms, especially fungi, and an
increase in the efficiency of bioremediation. Pinto-Mariano et al. (2006), however,
obtained unsatisfactory results when using vinasse to bioremediate diesel-contaminated
soils.

The efficacy of bioremediation of soils contaminated with petroleum sludge has
been most commonly evaluated through the rate of disappearance of total contaminants,
such as the analysis of total petroleum hydrocarbons (TPH levels) (Marin et al. 2005;
Huang et al. 2005). These analyses, however, do not provide information on the toxicity
of sites after bioremediation (Plaza et al. 2005). Thus, complementary information, such
as that obtained from biological assays, has been increasingly required for the accurate
evaluation of the bioremediated soil.

The assessment of mitotic and chromosomal abnormalities and micronuclear
induction in Allium cepa cells is considered an efficient method to evaluate
environmental quality. This species has few chromosomes (2n = 16), making
observation of genetic damage easier (Grant 1982; Leme et al. 2008). In addition, A.
cepa is one of the plant species most sensitive to genotoxic and mutagenic agents, due
to the size of its chromosomes and the large quantity of metacentric chromosomes (Ma
et al. 1995).

This study was aimed at investigating the effects of two agricultural residues,
rice hulls and vinasse, on the bioremediation and genotoxicity of soil from a
landfarming site of a petroleum refinery, using TPH levels and the A. cepa bioassay.

2. Materials and methods

2.1. Soil samples

Soil samples from a landfarming facility at an oil refinery were collected in 2007
according to the technical procedure NBR-10.007 of the Brazilian Association of
Technical Standards (ABNT, 2004). The total landfarming area of the oil refinery is
40,000 m? with a capacity to treat 800 m* of petroleum sludge monthly.
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Soil samples from the Itirapina Ecological Station, managed by the Forest
Institute of S&o Paulo State, Brazil, were used as control soil (CS). The area of this
preserve comprises approximately 2300 hectares of natural vegetation. Soil sampling
was carried out according to the Technical Procedure NBR-6.457 of the Brazilian
Association of Technical Standards (ABNT, 1986).

After collection, soil samples were maintained at 4°C until use.

2.2. Vinasse

Vinasse was collected at the Santa Lucia Mill, located in the city of Araras, S&o
Paulo State, Brazil, according to the Technical Procedure P4.231 of the Company of
Environmental Sanitation Technology (CETESB 2006). The effluent was maintained at

4°C until use.

2.3. Physical and chemical analysis

The landfarming and control soil samples were examined for the following
physical and chemical parameters: texture, pH, organic matter content, nutrient
concentration (K, Ca, Mg, Al, S, Na, Fe, Mn, Cu, and Zn), metal concentrations (Ba,
Cd, Cr, Ni, and Pb) and TPH concentration.

Vinasse was characterized based on pH, total P and N concentrations, nutrient
concentration (K, Ca, Al, S, Na, Fe, Mn, Cu, Zn, and B), and metal concentration (Ba,
Cd, Cr, Ni, and Pb).

The metal analyses were conducted using a plasma emission spectrometer (ICP).
These analyses were carried out at the Institute of Soil and Fertilizer Analysis of
Campinas (ICASA), Campinas, Sdo Paulo State, Brazil.

The concentration of TPH was determined according to the method USEPA

8015B, by the Analytical Technology Company, Sao Paulo, Brazil.

2.4. Biorremediation

Soil samples were dried and passed through a 1.62-mm sieve. Twenty-liter
buckets were filled with 10 L of soil (control or landfarming), yielding 30-cm soil
columns. Each experiment was conducted in triplicate. For effective bioremediation,
soil moisture should be between 40% and 85% of field capacity. Thus, soil moisture
was adjusted to 70% of field capacity (USEPA 1994). Water or vinasse was then added
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to soil samples, depending on the treatment. In the treatments using rice hulls, hulls
were added to a concentration of 5% of the total volume of soil in buckets. Thus, the
following treatments were set up: control soil (CS); landfarming (L); landfarming and
rice hulls (LRH); landfarming and vinasse (LV); landfarming, rice hulls, and vinasse
(LRHV). The ideal range of temperature for bioremediation of petroleum sludge
through landfarming is between 10 °C and 45 °C (USEPA 1994). During the
experiment, the temperature ranged from 26 °C to 36 °C.

The effects of rice hulls and vinasse on the bioremediation of landfarming soil
were measured through analysis of TPH concentration in each treatment sample after 33
days. Concentrations were expressed using mean values and standard deviation of
independent measurements carried out on replicates of control soil and landfarming
treated samples. The analyses were conducted by the Analytical Technology Company,
Séo Paulo, Brazil according to the USEPA 8015B method.

2.5. The A. cepa bioassay

Aqueous soil extracts were prepared according to Cotelle et al. (1999).
Approximately 50 g of soil for each replicate (CS, L, LRH and LRHV) were added to
300 mL of ultrapure water. The mixture was stirred for 24 h and then stored for another
24 h at room temperature (25+2 °C). The supernatant was collected and the aqueous
extracts without any further filtration process were used for the germination of A. cepa
seeds.

Seeds of A. cepa were allowed to germinate in Petri dishes lined with filter paper
that were moistened with aqueous soil extracts or with samples of the soils (direct

contact). Three Petri dishes were used per treatment.

The positive control contained the herbicide trifluraline at a concentration of
0.84 mg/Kg. This herbicide is known to be a potent inducer of chromosome aberrations

in A. cepa (Fernandes et al. 2007).

The bioassay in A. cepa was performed according to Grant (1982). For the
continuous treatment, after 5 days, when radicles of A. cepa reached approximately 1-2
cm, some radicles were collected and fixed in Carnoy | (3:1 methanol/acetic acid). The
remaining radicles were transferred to a Petri dish containing ultrapure water for a 48 h
recovery treatment. After fixation, radicles were hydrolyzed in 1N HCI at 60°C for 10
min and later stained with Schiff Reagent for 2 h in the dark. The roots tips were
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sectioned, placed on slides, cover-slipped, and smashed. Cover slips were removed in
liquid nitrogen and the slides were mounted with Entellan or Permount. Fifteen slides
were prepared for each treatment and a total of 7500 cells were counted (500
cells/slides). The slides were analyzed under a light microscope at a magnification of
400x.

Several types of abnormalities within different cell division stages (metaphase,
anaphase, and telophase) were considered: chromosomal breaks, losses and bridges,
adherences, multipolar anaphases, polyploidy, and C-metaphases. All of these
abnormalities were classified as mitotic and chromosome abnormalities. The
micronuclei (MN) and nuclear buds (NB) induction in the meristematic cells of A. cepa
was evaluated separately from mitotic and chromosome abnormalities. Treatments were
compared using the non-parametric Kruskal-Wallis test (p<0.05). The results were

expressed as the mean + standard deviation of three replicates.

3. Results

3.1. Physical and chemical analysis

The control soil was classified as sandy with pH 4, and contained low organic
matter content (8.00 g/kg), and low metal concentrations. The concentration of TPH
was below the detection limit (Table 1).

Landfarming soil was classified as clay with pH 5, and contained high organic
material content (160.00 g/kg) and high concentration of metals, mainly Cr (731.79
mg/kg) and Ba (658.19 mg/kg). The TPH concentration was also high, at 17.28 g/kg
(Table 1).

Despite the differences between the soil samples from the landfarming site and
the Itirapina Ecological Station site, the latter was used as a control as it represents the

typical soil of S&o Paulo State, the “cerrado” (Brazilian savanna) soil.

The vinasse-treated soil sample had a pH 3.85, a low organic matter content
(3.96 g/kg), 0.22% N, a large amount of nutrients, mainly S, Ca, Mg, Na, Fe, and P, and

low metal concentrations (Table 1).

3.2. Bioremediation
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After bioremediation, in the LRH treatment, the concentrations of K, Ca, Mg, S,
Na, Fe, and Mn increased. The LV treatment promoted an increase mainly in the
concentrations of K, S, and Zn. In the LRHV treatment, a pronounced increase in the
concentration of K was observed, as well as increases in Na, Mg, and B concentrations.

The LV treatment promoted an increase in Cd concentration (Table 2).

After bioremediation, the TPH concentration in the control soil sample was
below the detection limit, while in the landfarming soil sample, the TPH concentration
decreased by 8.77% (15.76 g/kg) compared to the initial concentration (17.28 g/kg). In
the LV treatment, the TPH concentration was 15.04 g/kg, a reduction of 12.96%. The
LRH and LRHV treatments had the lowest TPH concentrations, 9.23 g/kg and 8.46 g/kg
respectively, and consequently, the largest magnitude of hydrocarbon reduction

compared to the initial landfarming sample, 46.56% and 51.01% reductions (Figure 1).

3.3. Allium cepa bioassay
Compared to the control soil, all treatments induced significant levels (p<0.05)
of mitotic and chromosomal abnormalities (Table 3), micronuclei (Table 4), and nuclear
bud formation (Table 5) in A. cepa.

After bioremediation, the genotoxicity and mutagenicity levels of the LRHV
treated soil samples were reduced considerably in the continuous/direct contact,
recovery/aqueous extract, and recovery/direct contact experiments (Tables 3, 4 and 5).

The LRH soil treatment reduced the genotoxicity and mutagenicity in A. cepa in
the continuous experiment as well as in the recovery experiment (Tables 3, 4 and 5).

The L and LV treatments showed the lowest index of reduction of genotoxicity
and mutagenicity (Tables 3, 4, and 5). In the LV treatment, the micronuclear induction
increased in the continuous/aqueous extract, continuous/direct contact recovery/agqueous

extract, and recovery/contact direct experiments.

4. Discussion

The physical and chemical characteristics of a soil before bioremediation
directly influence microbial activity. The ideal pH range for bacterial and fungal growth
is between 6 and 8 (USEPA 1994). Thus, in more acidic soils, biodegradation of
hydrocarbons can be negatively affected (Marin et al. 2005). Clay soils have low
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permeability and are very compact, characteristics that make aeration and even
distribution of nutrients difficult (USEPA 1994). Soils with a high content of organic
material tend to adsorb high molecular weight hydrocarbons, decreasing the
concentration of these contaminants in the aqueous and gas phases of the soil (Labud et
al. 2007), as well as decreasing access to the microorganisms that degrade these
hydrocarbons. Soils with TPH concentration between 10 and 50 g/kg can be toxic to
most organisms. In landfarming sites, metals accumulate in the upper layers of soil, as
they are not biodegraded by microorganisms. High concentrations of these compounds
may inhibit bacterial growth and development (USEPA 1994).

Researchers agree that chemical analyses alone are not capable of predicting the
risks associated with contaminated environmental samples. Therefore, biological assays
have been recommended (Plaza et al. 2005). The results of the chemical analyses for the
landfarming soil samples examined in this study were associated with a significant
induction of mitotic and chromosomal abnormalities and nuclear buds in A. cepa, seen
in both continuous and recovery experiments. The two methods of exposure used,
aqueous extract and direct contact, demonstrated that fractions of water-soluble and
insoluble contaminants could be dangerous to organisms exposed to landfarming soil
(Souza et al. 2009).

The increase in mitotic and chromosomal abnormalities is a warning signal in
environmental monitoring studies, as these abnormalities often lead to the formation of
micronucleated cells during the cell cycle. The presence of micronuclei demonstrated
the mutagenic potential of the landfarming soil, as micronuclei are believed to form
during cell division, as a result of chromosomal breaks and/or disturbances during the
mitotic process due to spindle abnormalities (Lindberg et al. 2007).

Recently, Crott et al. (2001) studied folic acid deficiency in human lymphocytes
and confirmed that the presence of nuclear buds may be used as biomarkers of genetic
damage. The formation of micronucleated cells, through the elimination of genetic
material in nuclear buds has also been suggested (Fenech and Crott 2002, Lindberg et
al. 2007). However, the mechanism is not yet fully understood (Lindberg et al. 2007).

To improve the landfarming techniques of the oil refinery, the effects of vinasse
and rice hulls in the bioremediation and toxicity of the soil were examined.

Landfarming soil without treatment had the lowest reduction of TPH levels,
indicating that the fraction of lighter hydrocarbons was rapidly biodegraded and that

longer periods of time are required for the biodegradation of more complex
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hydrocarbons. Marin et al. (2005) showed that 80% of the TPH in landfarming soil were
eliminated in 11 months.

The treatments with rice hulls and/or vinasse promoted an increase in the
concentration of essential nutrients for microbial metabolism, including S, Ca, Mg, and
Fe, among others (Jacques et al. 2007).

However, with the addition of vinasse, the TPH concentration was reduced by
only 12.96%. Pinto-Mariano et al. (2006) reported that this effluent was not efficient in
the bioremediation of soils contaminated with petroleum sludge. In their study, vinasse
was biodegraded primarily during the first 20 days of the experiment, with a striking
decrease in the microbial activity after the consumption of this effluent. In the present
work, significant levels of mitotic and chromosomal abnormalities and micronuclei,
after bioremediation, showed that the vinasse increased the genotoxic and mutagenic
activity of landfarming soil.

When vinasse was used in combination with rice hulls, a striking decrease in the
TPH concentration and genotoxicity and mutagenicity in A. cepa was observed. bons.

Rice hulls were efficient in the bioremediation and reduction of genotoxicity of
landfarming soil. This agricultural residue acts as bulking agent in the soil, promoting
aeration and distribution of nutrients and, consequently, microbial activity (Hamdi et al.
2007). In landfarming soil treated with rice hulls, the rate of CO, released by
microorganisms was 4.21 times higher than in untreated landfarming soil, indicating
that rice hulls accelerated the bioremediation of hydrocarbon oil (Souza et al. 2009).
Rice hulls are rich in biopolymers (32.24% cellulose, 21.44% hemicelluloses and
21.44% lignin) (Iranzo et al. 2004). According to Nakamura et al. (2003) and Hamdi et
al. (2007), the addition of this material to the soil increases active decomposition of
cellulose and also increases the degradation hydrocarbons of four or fewer aromatic

rings.

6. Conclusion

Rice hulls may be recommended for routine use in the bioremediation of soils
contaminated with petroleum sludge. On the other hand, vinasse was not sufficient to
accelerate the bioremediation and to decrease the genotoxicity of landfarming soil.

Therefore, the biological effects of vinasse need to be further investigated, especially
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regarding the toxicity and genotoxicity of this effluent. The A. cepa assay should be

required by regulatory agencies to adequately evaluate the quality bioremediated soils.
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Table 1. Physical and chemical characterization of the soils and of the vinasse

Parameters Control soil Landfarming Vinasse
% Clay (< 0.02 mm) 9.90 47.90 X
% Silt (0.002 — 0.06 mm) 4.10 21.90 X
% Sand (0.06 — 2 mm) 86.00 30.20 X
% Gravel (2 — 60 mm) 0.0 0.0 X
pH (CacCl,) 4 5 3.85
Organic matter (g/Kg) 8.00 106.00 3.96
P total (ppm) X X 65.00
N (%) X X 0.22
K (mmolc/dm®) 0.60 2.80 0.32
Ca (mmolc/dm?®) 1.00 66.00 740.00
Mg (mmolc/dm®) 1.00 27.00 210.00
Al (mmolc/dm?) 6.00 1.00 72.00
S (mmolc/dm?) 10.00 852.00 835.00
Na (mmolc/dm?) 3.00 320.00 113.00
Fe (mmolc/dm?®) 25.00 54.00 97.50
Mn (mmolc/dm®) 0.60 7.80 -
Cu (mmolc/dm?®) 0.90 1.50 -
Zn (mmolc/dm?) 0.90 39.0 7.50
B (mmolc/dm®) 0.20 2.70 5.00
TPHSs (g/Kg) - 17.20 X
Ba (mg/Kg) 14.40 658.10 0.50
Cd (mg/Kg) <0.01 1.40 1.06
Cr (mg/KQg) 11.90 731.70 0.15
Ni (mg/Kg) <0.01 69.69 0.26
Pb (mg/Kg) <0.01 94.38 <0.01

- Result below the detection limit

x Analysis not requested
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Table 2. Physical and chemical characterization of the

landfarming treatments after 33 days of bioremediation

Parameters L LRH LV LRHV
oH (CaCly) 50 51 51 51
K (mmolc/dm®) 210 400 950  19.00

Ca (mmolc/dm®) 63.00 88.00 80.00 61.00
Mg (mmolc/dm®) 28.00 41.00 36.00 29.00
Al (mmolc/dm®)  1.00  1.00 1.00 -
S (mmolc/dm®  878.00 998.00 1056.00 904.00
Na (mmolc/dm®) 200.00 370.00 260.00 400.00
Fe (mmolc/dm® 46.00 5800 38.00 55.00
Mn (mmolc/dm®)  7.40 9.70 7.70 10.70
Cu (mmolc/dm®)  1.20 1.70 1.20 1.60
Zn (mmolc/dm®)  33.00 39.00 56.10  32.00
B (mmolc/dm® 250 260 240  3.20
Ba(mg/Kg)  514.90 532.00 511.50 563.00
Cd (mg/Kg) 140 160 383  1.20
Cr(mg/Kg)  345.00 390.40 380.10 390.70
Ni (mg/Kg) 68.60 71.90 62.70 68.80
Pb (mg/Kg) 7020 77.40 7820  86.40

L: landfarming; LRH: landfarming and rice hulls; LV:
landfarming and vinasse; LRHV: landfarming, rice hulls
and vinasse

- Result below the detection limit
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LEGEND

Figure 1. Total petroleum hydrocarbons (TPHs) (g/Kg) in landfarming
soil, before and after addition of rice hulls and vinasse. Landfarming soil
(L); landfarming and rice hulls (LRH); landfaming and vinasse (LV);

landfarming, rice hulls and vinasse (LRHV).
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7.4. Clastogenicidade de solo de landfarming associado com vinhaga

Esse artigo serd submetido ao periddico “Environmental Research”
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Resumo

A adicédo de nutrientes e/ou de agentes descompactantes em solos contaminados
com residuos organicos é uma estratégia que visa aumentar a atividade microbiana e
acelerar a biorremediacdo de poluentes. Alguns pesquisadores tém estudado a
viabilidade do uso da vinhaca na biorremediacdo de residuos organicos no solo. No
presente trabalho, um landfarming de refinaria de petréleo foi tratado com vinhaca e o
teste de anormalidades mitéticas e cromossdémicas em Allium cepa foi realizado tanto
nas amostras tratadas quanto nas amostras ndo tratadas. Os dados obtidos mostraram
gue a vinhaca potencializou a clastogenicidade do landfarming da refinaria de petroleo.
O aumento da atividade clastogénica das amostras avaliadas pode ser decorrente de
metabdlitos intermediarios, formados durante a biodegradacdo dos hidrocarbonetos.
Também, no decorrer do experimento, o pH baixo da vinhaca pode ter disponibilizado
metais que antes encontravam-se fortemente adsorvidos na matéria organica do solo.
Esses metais podem ter interagido sinergisticamente com os hidrocarbonetos de
petroleo presentes no landfarming tratado com o efluente agroindustrial. Sugerimos que
os efeitos bioldgicos da vinhaca sejam melhor investigados, principalmente no que se

refere a sua toxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade.

Palavras-chave: Allium cepa, aberragdes cromossomicas, quebras cromossémicas,

biorremediacéo.



Resultados 110

1. Introducéo

Na biorremediacdo de solos contaminados com compostos organicos, a adicdo de
nutrientes e/ou de agentes descompactantes constitui uma estratégia que visa aumentar a
atividade microbiana. Outra estratégia envolve a adicdo de microrganismos endégenos
ou exogenos capazes de degradar moléculas tdxicas alvo (SARKAR et al., 2005;
HAMDI et al., 2007). Esses processos podem ocorrer simultaneamente quando residuos
organicos que contém microrganismos capazes de metabolizar poluentes sédo
incorporados ao solo (HAMDI et al., 2007).

A vinhaca é um subproduto da industria sucroalcooleira, cuja producédo
corresponde a mais de 1000 L de efluente liquido para cada tonelada de cana de agUcar
plantada. No Brasil, a vinhaga in natura tem sido comumente reaproveitada como
fertilizante em solos agricolas (SEGURA-MUNOZ et al., 2006). Tem sido
documentado que a incorporacdo da vinhaca pode aumentar a composicdo natural de
macro e micronutrientes do solo, aumentar a disponibilidade de alguns ions e a
capacidade de troca catiénica (CTC) e de retencdo de agua, promover a elevagdo do pH
do solo, melhorar sua estrutura fisica e aumentar a atividade e biomassa microbiana
(GLORIA; ORLANDO FILHO, 1983; RAMALHO; SOBRINHO, 2001), fatores
considerados importantes na biorremediacdo de compostos organicos.

De acordo com Prata et al. (2001), a matéria organica da vinhaga constitui uma
fonte de carbono soltvel (energia), na forma de glicerol, e prontamente disponivel aos
microrganismos. Os autores mostraram que o efluente foi eficaz em acelerar a
degradacdo do herbicida ametrina no solo. J& Crivelaro (2005) associou a vinhaga com
residuo oleoso de refinaria de petréleo e verificou aumento da quantidade de
microrganismos, sobretudo de fungos, e aumento da eficiéncia de biorremediacdo do
residuo petrolifero. Porém, Pinto-Mariano et al. (2006) utilizaram a vinhaga para
biorremediar solos contaminados com oOleo diesel, mas ndo obtiveram resultados
satisfatorios. A vinhaca foi preferencialmente biodegradada nos primeiros 20 dias de
experimento, havendo um notavel decréscimo da atividade microbiana apds o consumo
do efluente.

O uso de ensaios biologicos € uma pratica recomendada para a avaliacdo da
biorremediagdo (PLAZA et al., 2005). Contudo, ndo ha dados na literatura, referentes
aos efeitos toxicos, genotdxicos e mutagénicos da vinhaca em associagdo com outros

residuos solidos de natureza organica e inorganica, destinados a biorremediacéo no solo.
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O teste de aberragdes cromossdmicas em Allium cepa detecta mudangas
cromossémicas estruturais ou numéricas, decorrentes da exposicdo a agentes fisicos,
quimicos ou biologicos. Também, o teste é eficaz na deteccdo de anormalidades do
ciclo mitotico, como aderéncias cromossdmicas, C-metéafases e anafases e teldfases
multipolares. A identificacdo de anormalidades mit6ticas e cromossémicas em A. cepa
fornece informacGes sobre os mecanismos de acdo de diversas classes de compostos
quimicos e amostras ambientais (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Desse modo, o objetivo do presente trabalho foi investigar o potencial
clastogénico e/ou aneugénico de um solo de landfarming de refinaria de petréleo antes e

apos a suplementacdo do mesmo com vinhagca.

2. Material e métodos

2.1. Solos

O solo avaliado nesse estudo provém de um landfarming localizado numa
refinaria de petréleo do Estado de Sao Paulo, Brasil. Nesse sistema de biorremediacéo,
o residuo oleoso, proveniente do refino, é depositado nas camadas superiores do solo,
para que seja biodegradado. A atividade aerébia microbiana é constantemente
estimulada por meio da aeragédo do solo e/ou por meio da adi¢do de nutrientes, minerais
e agua (HARMSEN, 1991).

O landfarming avaliado possui area total de 40.000 m? e capacidade para
disposicéo e tratamento de 800 m* de residuo oleoso por més. O solo foi coletado em
2007, de acordo com a Norma Técnica 10.007 da Associacao Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT) (2004).

O solo controle (CS) utilizado nesse trabalho é proveniente da Estagdo Ecoldgica
de Itirapina, pertencente ao Instituto Florestal do Estado de S&o Paulo. A area da reserva
é de cerca de 2.300 hectares de vegetacdo natural pouco impactada, sendo o solo tipico
do Estado de S&o Paulo. A coleta foi realizada de acordo com a Norma Técnica 6.457
da Associacgdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) (1986).

Apbs as coletas, os solos foram transportados para o Departamento de
Bioquimica e Microbiologia da Universidade Estadual Paulista, UNESP, onde foram

mantidos a 4°C, até o inicio dos experimentos.
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2.2. Vinhaca

A vinhaca foi coletada na Usina Santa Lucia, localizada na cidade de Araras,
Séo Paulo, de acordo com a Norma Técnica P4.231 da Companhia de Tecnologia e
Saneamento Ambiental (CETESB) (2006). Apos a coleta, o efluente foi transportado
para o Departamento de Biogquimica e Microbiologia da Universidade Estadual Paulista,

UNESP, onde foi mantido a 4°C, até o inicio dos experimentos.

2.3. Analises fisico-quimicas

As amostras de solo foram caracterizadas de acordo com a textura, pH, quantidade
de matéria organica, concentracdo de nutrientes (K, Ca, Mg, Al, S, Na, Fe, Mn, Cu e
Zn), concentracdo de metais (Ba, Cd, Cr, Ni e Pb) e de hidrocarbonetos totais de
petroleo (TPHSs).

A vinhaca foi caracterizada quanto ao pH, P total, N, concentracdo de nutrientes
(K, Ca, Al, S, Na, Fe, Mn, Cu, Zn e B) e concentracdo de metais (Ba, Cd, Cr, Ni e Pb).

A andlise dos metais foi realizada em espectrdmetro de emissao por plasma (ICP)
no Instituto Campineiro de Anéalise de Solo e Adubo LTDA (ICASA), Campinas, Sdo
Paulo, Brasil.

A concentracdo de TPHs foi determinada de acordo com o método USEPA
8015B, pela empresa Analytical Technology, S&o Paulo, Brasil.

2.4. Biorremediagéo

2.4.1. Adicéo de vinhaga ao solo de landfarming

Os solos foram secos e peneirados em peneira com gramatura de 1.62 mm.
Baldes, com capacidade para 20 L, foram preenchidos com 10 L de solo (controle ou
landfarming), alcancando uma coluna de solo de 30 cm. Cada experimento foi montado
em triplicada. A umidade dos solos foi ajustada para 70% da capacidade de campo e
reajustada quando necessario. Desse modo, foram adicionados agua ou vinhaga aos
baldes, de acordo com o tratamento: SC (solo controle); L (landfarming) e LV
(landfarming e vinhaca). A temperatura foi monitorada diariamente, tendo oscilado de
26 °C a 36 °C durante o experimento.

A concentragcdo de TPHs de cada tratamento foi mensurada, de acordo com o
método USEPA 8015B, pela empresa Analytical Technology, Sado Paulo, Brasil,
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imediatamente ap6s a montagem do experimento de biorremediacdo (TO) e 33 dias
depois (T33).

2.5. Bioensaio com A. cepa

Extratos aquosos dos solos foram preparados de acordo com Cotelle et al.
(1999). Cerca de 50 g de solo, de cada uma das réplicas, foi adicionada a 300 mL de
agua ultrapura. As misturas foram agitadas por 24 horas e permaneceram em repouso
em temperatura ambiente (25 + 2 °C) por mais 24 horas. Apds a decantacdo dos solos,
0s sobrenadantes foram imediatamente utilizados para a germinacdo de sementes de A.

cepa.

As sementes foram germinadas em placas de Petri, com papel filtro embebido
nos extratos aquosos. Adicionalmente, as sementes foram germinadas diretamente nas

amostras de solo (contato direto). Trés placas de Petri foram utilizadas por tratamento.

O controle positivo foi realizado com o herbicida trifluralina (0.84 ppm),
conhecido por ser um potente indutor de anormalidades mitdticas e cromossémicas em
A. cepa (FERNANDES et al., 2007).

Os experimentos foram realizados em duas etapas:

1. Experimento continuo: ap6s cinco dias, quando as radiculas de A. cepa
atingiram cerca de 1 a 2 cm, aproximadamente metade dos exemplares foram coletados

e fixados em Carnoy | (metanol + acido acético na proporgdo 3:1).

2. Experimento de recuperagdo: as radiculas restantes foram transferidas para

outra placa de Petri, contendo agua ultrapura, para o experimento de recuperacao de 48

horas.
Desse modo, os seguintes experimentos foram conduzidos:
e Experimento continuo, com raizes de A. cepa germinadas nos extratos
aquosos;
e Experimento continuo, com raizes de A. cepa germinadas diretamente no
solo;

e Experimento de recuperacdo, com raizes de A. cepa germinadas nos
extratos aquosos;
e Experimento de recuperacdo, com raizes de A. cepa germinadas

diretamente nas amostras de solo.
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Depois de fixadas, as radiculas foram hidrolisadas em HCI 1N a 60°C por 10
minutos e, posteriormente, submetidas ao reativo de Schiff por 2 horas, no escuro. As
pontas das raizes foram seccionadas em lamina, recobertas por laminula e maceradas.
As laminulas foram retiradas em nitrogénio liquido e as laminas montadas em
Permount. O material foi analisado em microscépio de luz com aumento de 400 x. Por

tratamento, 7500 células foram contadas (500 células em cada uma das 15 laminas).

Foi realizada a contagem de anafases multipolares, C-metéafases, células
polipldides, aderéncias, perdas, quebras e pontes cromossdmicas. Adicionalmente,
micronucleos (MN) foram quantificados. Os resultados foram expressos como média +
desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada por meio do teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis (p<0.05).

Todo o procedimento acima descrito foi realizado em dois momentos:
imediatamente apds a montagem do experimento de biorremediacao (T0) e 33 dias
depois (T33).

3. Resultados

3.1. Andlises fisico-quimicas
O solo controle apresentou pH 4.0, 8.0 g/Kg de matéria orgénica e pouca
quantidade de metais. A concentracdo de TPHs mostrou-se abaixo do limite de

deteccdo.

O landfarming apresentou pH 5.0 e 106.0 g/Kg de matéria organica. Dentre 0s
nutrientes, apresentou 2.8 mmolc/dm? de K, 66.0 mmolc/dm® de Ca, 27.0 mmolc/dm? de
Mg, 1.0 mmolc/dm® de Al, 852.0 mmolc/dm®de S, 320.0 mmolc/dm® de Na, 54.0
mmolc/dm? de Fe e 39.0 mmolc/dm?® de Zn. O landfarming apresentou ainda elevadas
concentragdes de metais, principalmente de Ni (731.79 mg/Kg) e Ba (658.19 mg/Kg) e
de TPHs, 17.28 g/Kg.

A vinhaca apresentou pH 3.85, 3.96 g/Kg de matéria orgénica, 0.22% de N,
grande quantidade de nutrientes, principalmente S (835.00 mmolc/dm?®), Ca (740.0
mmolc/dm?®), Mg (210.0 mmolc/dm?®), Na (113.0 mmolc/dm?), Fe (97.5 mmolc/dm®) e P

(65.0 ppm) e baixa concentracdo de metais.
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Em T33, a concentracdo de TPHs do solo controle permaneceu abaixo do limite
de deteccdo e as concentragdes de macro, micronutrientes e de metais pouco se
alteraram.

O landfarming apresentou 15.76 g/Kg de TPHs e o landfarming tratado com
vinhaga apresentou 15.04 g/Kg de TPHSs. Este, apresentou ainda pH 5.1 e ligeiro
aumento das concentragbes de K (9.5 mmolc/dm®), Ca (80 mmolc/dm®), Mg (36
mmolc/dm?®), S (1056 mmolc/dm®), Mn (7.7 mmolc/dm?®), Zn (56.1 mmolc/dm?®), Cd
(3.83 mg/Kg) e Cr (380.1 mg/Kg) e Pb (78.2 mg/Kg), em comparacdo com O
landfarming ndo tratado.

As caracteristicas fisico-quimicas iniciais do solo controle, do landfarming e da

vinhaga bem como dos tratamentos em T33, sdo mostradas na Tabela 1.

3.3. Bioensaio com A. cepa

Em TO, o landfarming ndo tratado apresentou frequéncias estatisticamente
significativas de pontes cromossomicas em todos o0s experimentos realizados,
continuo/extrato aquoso, continuo/contato direto, recuperacdo/extrato aquoso e
recuperacgdo/contato direto. A inducdo de aderéncia e de quebras cromossémicas foi
significativa apenas nos experimentos de recuperacdo. Perdas cromossémicas foram
frequentemente observadas apenas no experimento de recuperagdo/contato direto
(Tabela 2).

O landfarming tratado com vinhaca apresentou frequéncias estatisticamente
significativas de pontes e quebras cromossémicas em todos os experimentos realizados.
A inducdo de aderéncia cromossomica foi significativa apenas nos experimentos
continuo/contato direto e de recuperagdo/contato direto (Tabela 2).

Em T33, o landfarming ndo tratado ndo induziu frequéncia significativa de
nenhuma anormalidade mitotica ou cromossdmica especifica nos experimentos
continuo/extrato aquoso e continuo contato direto. Ja no experimento de
recuperagdo/extrato aquoso, apenas a frequéncia de aderéncia cromossomica foi
significativa e no experimento de recuperacdo/contato direto apenas as freqiiéncias de
aderéncias e pontes cromossdmicas mostraram-se significativas (Tabela 3).

O tratamento LV apresentou frequéncias estatisticamente significativas de
pontes cromossdémicas nos experimentos continuo/contato direto, recuperacdo/extrato
aquoso e recuperagdo/contato direto. Quebras cromossémicas foram frequentemente

observadas em todos os experimentos realizados (Tabela 3). Peculiarmente, essas
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quebras diferiram das induzidas pelo landfarming ndo tratado, pois foram
frequentemente observados cromossomos com mudltiplas quebras cromossémicas
(Tabela 4).

Tanto em TO quanto em T33, as anormalidades mitéGticas C-metéfases,
poliploidia e multipolaridade foram raramente observadas em todos 0s experimentos
realizados (Tabelas 3 e 4).

As anormalidades mitéticas e cromossémicas observadas no presente trabalho
sdo mostradas na Figura 1. Células com multiplas quebras cromossdmicas, apos

exposicéo ao landfarming tratado com a vinhaca, sdo mostradas na Figura 2.

4. Discussao

A literatura ndo apresenta resultados conclusivos em relacdo aos efeitos da
vinhaca sobre os organismos vivos. Freire e Cortez (2000) comentaram que a vinhaca €
extremamente toxica para a fauna e flora de aguas superficiais. Algur e Kadioglu (1992)
documentaram os efeitos toxicos desse efluente no crescimento, biomassa e
produtividade priméria de Pisum sativum e Helianthus annus. De acordo com Freire e
Cortez (2000) a toxicidade da vinhaca deve-se a seu baixo pH, elevada corrosividade,
altos indices de demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e elevada temperatura na saida
dos destiladores. Ja Yesilada (1999) concluiu que a vinhaga ndo foi mutagénica para
Drosophila melanogaster, por meio do teste de mutacdo e recombinacdo somatica
(SMART).

Apesar dos problemas relacionados com a vinhaga in natura alguns autores tém
reportado que seus nutrientes possam auxiliar na biorremedicdo de outros residuos
organicos no solo (PRATA et al., 2001; CRIVELARO, 2005). Porém, os autores citados
ndo apresentaram dados a respeito da toxicidade das amostras avaliadas, nem antes nem
apos a adicdo do efluente. Também, ndo ha dados na literatura, referentes aos efeitos
toxicos, genotoxicos e mutagénicos da vinhagca em associagcdo com outros residuos de
natureza organica e inorganica, embora esse efluente seja comumente disposto in natura
em solos agricolas, juntamente com lodo de esgoto (SEGURA-MUNOZ et al., 2006).

No presente trabalho, as frequéncias e os tipos de anormalidades mitdticas e
cromossémicas induzidas em A. cepa, apds exposicao a amostras de um landfarming e a
um landfarming suplementado com vinhaga, foram comparados, em dois momentos:
tempo 0 (TO) e apos 33 dias (T33).
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Em TO, pontes cromossdmicas foram frequentemente observadas no
landfarming ndo tratado. As frequéncias de aderéncias, quebras e perdas
cromossémicas também foram significativas.

Pontes cromossdmicas podem ser formadas como resultado de quebras
cromossdmicas, devido a caracteristica pegajosa que 0s cromossomos adquirem quando
perdem porgdes teloméricas de suas estruturas. Quando isso ocorre, as pontes sdo
geralmente acompanhadas de fragmentos cromossdmicos (RANK, 2003).

Aderéncias cromossémicas indicam o potencial toxico do agente testado para a
célula. Geralmente, essa anormalidade € irreversivel e leva a morte celular (FISKESJO,
1985; TURKOGLU, 2006). Adicionalmente, aderéncias cromossdmicas podem originar
pontes cromossOmicas a partir de aderéncia e incompleta separa¢do de cromossomos no
decorrer da anafase, como resultado de ligacGes cruzadas entre cromossomos e
proteinas (KONG; MA, 1999). Matsumoto (2006) reportou a presenca de pontes
formadas por aderéncia e inferiu que tal anormalidade levou a rearranjos em que 0S
Cromossomos apresentaram-se com quebras cromatidicas.

A inducédo significativa de pontes indica que o agente avaliado possui agéo
clastogénica (RANK, 1993), uma vez que proporcionara a inducdo de quebras, no
decorrer da divisdo celular (RANK, 1993; BORBOA; DE LA TORRE, 1996;
MARCANO et al., 2004).

Perdas cromossémicas estdo relacionadas a problemas no fuso mitético, fazendo
com que um ou mais cromossomos ndo se liguem a fibra do fuso no decorrer da
anafase. Tais cromossomos permanecem, portanto, na placa metafasica (KIRSCH-
VOLDERS et al., 2002).

Inicialmente, quando a vinhaca foi adicionada ao landfarming, pontes e quebras
cromossomicas foram frequentemente observadas em todos os experimentos realizados,
seguidas de aderéncias cromossomicas. Decorrido os 33 dias de experimento, a
associacdo da vinhaca com o landfarming promoveu um efeito drastico, caracterizado
pela presenca de cromossomos com mdltiplas quebras cromossémicas. Esses dados
indicam que a vinhaga potencializou a clastogenicidade do landfarming.

A analise de TPHSs indicou que esses compostos foram biodegradados no
landfarming tratado com vinhaca, porém de maneira ndo significativa em relacdo ao
landfarming ndo tratado. Durante esse processo, metabdlitos intermediarios, formados
durante a biodegradacdo dos compostos orgénicos presentes, podem ter contribuido
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para 0 aumento da atividade clastogénica das amostras contendo vinhaca
(ALEXANDER et al., 2002).

Outra explicacdo para o aumento da clastogenicidade das amostras de
landfarming poderia ser dada com base nos metais presentes no solo. Metais presentes
em residuos domésticos e industriais acumulam-se nas camadas superficiais do solo. A
quantidade de matéria organica presente no solo pode minimizar a mobilidade e os
efeitos biolégicos dos metais, por meio da formacdo de compostos organo-metalicos
insoltveis (McBRIDE, 1995). Udom et al. (2004) demonstraram que com 0 aumento da
matéria organica, aumenta a adsor¢cdo de Zn, Cd, Cu e Pb, reduzindo assim a
fitotoxicidade desses metais e a mobilidade dos mesmos no solo. Todavia, em solos
com baixo pH, a medida que a matéria organica é degradada, esses metais tendem a ser
liberados. Como Pb e Cu estdo fortemente associados a matéria organica, sdo liberados
lentamente, ao contrario de Cd e Zn, que sdo prontamente liberados (VAN ERP; VAN
LUNE, 1991).

No decorrer do experimento, o pH baixo da vinhaga pode ter disponibilizado
metais que antes encontravam-se fortemente adsorvidos na matéria organica. Em T33, a
analise quimica do landfarming tratado com vinhaca revelou um aumento das
concentracdes de Cd e de Zn, em compara¢do com o landfarming néo tratado.

Borboa e De La Torre (1996) mostraram que o Cd e o0 Zn sdo clastdgenos
indiretos para A. cepa, uma vez que primeiramente foi observada a inducéo significativa
de pontes cromossémicas anafasicas e telofasicas, mas ndo de quebras cromossdémicas.
Por outro lado, o Cd e Zn potencializaram, na ordem de 6 e 11 vezes respectivamente,
o efeito clastogénico direto da radiacdo B produzida pela incorporagdo de timinina H®
ao DNA.

Desse modo, o Cd e o Zn e, possivelmente outros metais, podem ter interagido
sinergisticamente com os hidrocarbonetos de petréleo presentes no landfarming tratado
com vinhacga, gerando inimeros fragmentos cromossémicos em A. cepa. Também,
compostos toxicos do proprio efluente agroindustrial podem ter atuado.

E possivel entdo, que no presente trabalho, todos esses fatores tenham
contribuido para o aumento da clastogenicidade das amostras de landfarming tratadas

com vinhagca.

6. Conclusao
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Os dados do presente trabalho mostraram que a vinhaga potencializa a
clastogenicidade do landfarming de refinaria de petrdleo. Sugerimos que os efeitos
biolégicos da vinhaga sejam melhor investigados, principalmente no que se refere a

toxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade desse efluente.
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Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimica do solo controle (SC), do landfarming (L) e da vinhaga em TO e do

solo controle (SC), do landfarming (L) e do landfarming tratado com vinhaca (LV) em T33

TO T33
SC L Vinhaca SC L LV

pH (CaCly) 4.0 5.0 3.85 4.0 5.0 5.1
Matéria organica (g/Kg) 8.0 106.0 3.96 8.0 104.0 101.0
P total (ppm) X X 65.00 X X X
N (%) X X 0.22 X X X
K (mmolc/dm®) 0.6 2.8 0.32 0.8 2.1 9.50
Ca (mmolc/dm®) 1.0 66.0 740.00 1.0 63.0 80.0
Mg (mmolc/dm®) 1.0 27.0 210.00 1.0 28.0 36.0
Al (mmolc/dm?) 6.0 1.0 72.00 6.0 1.0 1.0
S (mmolc/dm®) 10.0 852.0 835.00 10.0 878.0 1056.0
Na (mmolc/dm®) 3.0 320.0 113.00 3.0 200.0 260.0
Fe (mmolc/dm3) 25.0 54.0 97.50 20.0 46.0 38.0
Mn (mmolc/dm®) 0.6 7.8 - 0.7 7.4 7.7
Cu (mmolc/dm?) 0.9 1.5 - 0.9 1.2 1.2
Zn (mmolc/dm?) 0.9 39.0 7.50 0.7 33.0 56.1
B (mmolc/dm?®) 0.2 2.7 5.00 0.2 2.5 2.4
Ba (mg/Kg) 14.4 658.1 0.50 14.4 514.9 511.5
Cd (mg/Kg) <0.01 1.4 1.06 <0.01 1.4 3.83
Cr (mg/Kg) 11.9 731.7 0.15 10.0 345.0 380.1
Ni (mg/Kg) <0.01 69.69 0.26 <0.01 68.6 62.7
Pb (mg/Kg) <0.01 94.38 <0.01 <0.01 70.2 78.2
TPHSs (g/Kg) - 17.2 X - 15.76 15.04

x Andalise ndo solicitada

- Resultado abaixo do limite de deteccéo
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SC: solo controle; L: landfarming; LV: landfarming tratado com vinhaca

AC: aderéncia cromossdémica; C-M: C-metafase; AM: anafase multipolar; PC: perda cromossémica; PP: poliploidia;
PTC: ponte cromossdmica; QC: quebra cromossdmica

% Significativo em relagdo ao solo controle, pelo teste estatistico Kruskal-Wallis (p< 0.05)

Valores expressos como média das 3 replicatas + desvio padréo

Dados obtidos a partir de 7500 células observadas por tratamento
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SC: solo controle; L: landfarming; LV: landfarming tratado com vinhaca

AC: aderéncia cromossomica; C-M: c-metafase; AM: anafase multipolar; PC: perda cromossémica; PP: poliploidia ;
PTC: ponte cromossdmica; QC: quebra cromossdmica

% Significativo em relagdo ao solo controle, pelo teste estatistico Kruskal-Wallis (p< 0.05)

Valores expressos como média das 3 replicatas + desvio padréo

Dados obtidos a partir de 7500 células observadas por tratamento
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Tabela 4. Porcentagem de células com quebras cromossdmicas observadas em A. cepa, em TO e T33

Tratamentos

Antes da biorremediacéo (T0)

Apos biorremediacéo (T33)

Quebra Unica

Quebras mdltiplas

Quebra Gnica

Quebras multiplas

Continuo/Extrato aquoso

SC 0% 0% 0% 0%
L 100% 0% 100% 0%
LV 100% 0% 33.33% 66.66%
Continuo/Contato direto
SC 0% 0% 0% 0%
L 100% 0% 100% 0%
LV 100% 0% 8.10% 91.89%
Trifluralina 100% 0% 100% 100%
Recuperagédo/Extrato aquoso
SC 100% 0% 0% 0%
L 100% 0% 100% 0%
LV 100% 0% 31.25% 68.75%
Recuperacgéo/ Contato direto
SC 0% 0% 0% 0%
L 100% 0% 100% 0%
LV 100% 0% 17.94% 82.05%
Trifluralina 100% 0% 0% 0%

SC: solo controle; L: landfarming; LV: landfarming e vinhaca
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LEGENDA

Figura 1. Principais tipos de anormalidades mitdticas e cromossémicas observados em A.
cepa, apo6s exposicdo ao solo de landfarming e ao solo de landfarming tratado com
vinhaga. A. Anéfase com perda cromossomica (seta) e micronucleos (cabecas de seta). B.
Anéafase com perda cromossdmica (seta) e fragmento cromossémico (cabega de seta). C.
Anéfase com fragmento cromossémico (cabeca de seta). D. Anafase com perdas
cromossOmicas (setas). E. Poliploidia e aderéncia cromossémica. F. Anafase multipolar. G.
Metafase com quebra cromossémica (cabeca de seta). H. Anafase com uma ponte
cromossomica. |. Anafase com duas pontes cromossdmicas. J. Metafase polipldide com
aderéncia cromossdmica K. Anafase com fragmentos cromossdmicos. L. Anafase com
ponte cromossémica e fragmentos cromossémicos. M. Anéfase com ponte cromossdmica e

perdas cromossdmicas (setas).

Figura 2. Fragmentos cromossdmicos induzidos em A. cepa, ap0s exposi¢do a solo de
landfarming tratado com vinhaga. A-F. Metéafases com varios fragmentos cromossémicos.
G-L Anafases com varios fragmentos cromossdémicos. Setas em G e H: cromossomos com

a porcao telomérica duplicada.
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7.5. Uso de diplopodos como bioindicadores — uma revisao

Esse artigo serd submetido ao periddico “Environmental Pollution”
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Resumo

Diplopodos desempenham um importante papel na dinamica terrestre, pois auxiliam
na decomposicdo da matéria organica e participam ativamente da aeracdo do solo. Por fazer
parte da fauna edafica, mudancas sutis no ambiente podem ser refletidas por diplopodos.
Assim, nos ultimos anos, esses animais tém sido utilizados como bioindicadores na
ecotoxicologia terrestre. A grande maioria dos trabalhos disponiveis na literatura relata os
efeitos de metais em diplépodos. Esses contaminantes ambientais podem afetar a estrutura de
comunidades de diplopodos, resultando na diminuicdo das taxas de decomposi¢cdo da matéria
organica. A concentracdo corpérea de metais pode ser relacionada com o grau de
contaminagdo no solo. A ingestdo de solo e/ou serrapilheira contaminada pode afetar a
integridade do intestino. A investigacdo de mecanismos de defesa contra a acdo de metais e de
processos de destoxificacdo tem se revelado interessante. Em comparacdo, os efeitos de
contaminantes organicos e de misturas complexas tém sido pouco avaliados. Nesse contexto,
0 presente trabalho apresenta uma revisao do emprego de diplépodos como bioindicadores da
qualidade de solos e explora as manifestacOes de estresse ambiental, utilizadas como

biomarcadores, nesses animais.

Palavras-chave: milipedes, ecotoxicologia terrestre

1. Introducéo

A maioria das atividades realizadas no solo, como a decomposicdo da matéria
orgénica, o fluxo de nutrientes e de energia e a fertilidade é realizada ou mediada por
microrganismos e invertebrados terrestres (SOCHOVA et al., 2006). Entretanto, essas
atividades podem ser afetadas devido a crescente contaminacdo do solo, decorrente de
atividades industriais, agricolas e crescente urbanizacéo.

A manutencéo da qualidade do ecossistema terrestre estd diretamente relacionada com
0 estudo das relagdes entre poluentes ambientais e organismos que desempenham papéis
importantes no solo (SOCHOVA et al., 2006). A escolha de uma espécie bioindicadora
depende de sua importancia ecologica e ecotoxicoldgica, da facilidade da mesma ser mantida

em laboratorio, das suas taxas de reproducdo e de sua sensibilidade (deve ser afetada por
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diversos agentes quimicos, mas menos afetada por fatores abidticos). Ainda, a possibilidade
do uso de diversos biomarcadores, tanto no campo quanto em laboratério, deve ser
considerada (ROMBKE; GARCIA, 2000).

Invertebrados terrestres tém sido considerados excelentes indicadores da qualidade de
solos, uma vez que permanecem em contato direto com todos 0s contaminantes presentes
(TRIEBSKORN et al., 1991; HEIKENS et al., 2001). Ainda, bioensaios com a fauna terrestre
sdo relativamente simples de serem realizados, os taxa estdo largamente distribuidos e o
tamanho e movimentacdo de muitas espécies resolve problemas associados com a
heterogeneidade espacial da contaminacdo do solo (PATON et al.,, 2005). As principais
especies de invertebrados terrestres, utilizadas como bioindicadores, pertencem ao grupo dos
nemétodos (SOCHOVA et al., 2006), minhocas (NATAL DA LUZ et al., 2004) e colémbolas
(EOM et al., 2007). Todavia, atualmente, outras espécies com potencial bioindicador tém sido
requeridas devido ao aumento das fontes de contaminacdo (LGKKE; VAN GESTEL, 1998;
EOM et al., 2007).

Diplépodos sdo artrépodos terrestres também conhecidos popularmente, no Brasil,
como milipedes piolhos-de-cobra, caramujis, gongbélos, emboas, dentre outros. Compreendem
cerca de 11000 espécies descritas. Seus representantes estdo distribuidos por todo o0 mundo,
mas habitam preferencialmente os trépicos. Possuem habito noturno, vivem em ambientes
umidos, sendo encontrados sob troncos e folhas caidas no solo. Alimentando-se de matéria
orgénica, detritos, frutas e relativa quantidade de matéria mineral (SCHUBART, 1942;
HOFFMANN et al., 2002; RUPPERT; BARNES, 2005).

Esses animais desempenham um importante papel na dindmica do ecossistema
terrestre, participando ativamente da aeracdo do solo e favorecendo a decomposicdo da
matéria organica por fungos e bactérias Além disso, os produtos da excrecdo de diplépodos,
amodnia e acido Urico, quando degradados, enriquecem o solo com nitrato. Desse modo,
estimulam o metabolismo microbiano, essencial para a ciclagem de nutrientes. (SCHUBART,
1942, HOPKIN; READ, 1992).

Por fazer parte da fauna edafica, diplépodos sdo expostos continuamente a
contaminantes presentes no solo. Nos ultimos 20 anos esses animais tém sido empregados em
estudos ecotdxicologicos. O objetivo do presente trabalho foi apresentar uma revisdo do uso
de diplépodos como bioindicadores do ecossistema terrestre e os efeitos de diversas classes de

agentes quimicos, relevantes do ponto de vista ecotoxicoldgico, nesses animais.
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2. Espécies de diplopodos utilizadas como bioindicadoras da contaminagéo do solo

Diversas espécies de diplépodos tém se mostrado sensiveis a contaminantes ambientais.
Espécies da familia Julidae, comuns no Hemisfério Norte, tém sido largamente utilizadas na
avaliagdo de metais toxicos, como Allaiulus nitidus (KOHLER et al., 1992a), Cylindroiulus
britannicus (RANTALA, 1990), C. punctatus (KOHLER et al., 1992a), C. silvarium
(KOHLER; ALBERTI, 1992), Julus scandinavius (KOHLER; ALBERTI, 1992; KOHLER et
al., 1992a; ZANGER; KOHLER, 1996; ZANGER et al., 1996; KOHLER et al., 2000),
Leptoiulus belgicus (KOHLER; ALBERTI, 1992), Ommatoiulus rutilans (KOHLER;
ALBERTI, 1991), Rossiulus kesseleri (ZHULIDOV; DUBOVA, 1988) e Tachypodoiulus
niger (KOHLER; ALBERTI, 1992; KOHLER et al., 1992a,b).

Outras espécies empregadas na avaliacdo de metais compreendem Craspedosoma
alemannicum (Craspedosomatidae) (KOHLER; ALBERTI, 1992), Glomeris marginata
(KOHLER; ALBERTI, 1992; HOPKIN et al., 1985; KOHLER et al., 1992b), G. conspersa
(Glomeridae), Mycogona germanica (Chordeumatidae) (KOHLER; ALBERTI, 1992),
Polydesmus angustus (KOHLER; ALBERTI, 1992), P. denticulatus (Polydesmidae)
(KOHLER et al., 1992a), Chamberlinius hualienensis (NAKAMURA et al., 2005) e Oxidus
gracilis (Paradoxosomatidae) (NAKAMURA; TAIRA, 2005).

Contaminantes organicos foram avaliados em Brachdesmus superus (Polydesmidae)
(TAJOSKY, 1998) e J. scandinavius (ZANGER; KOHLER, 1996).

Nos trépicos, representantes da familia Spirostreptidae, Gymnostreptus olivaceus e
Plusioporus setiger, foram utilizadas na avaliagdo de pesticidas (BOCCARDO;
FERNANDES, 2000; BOCCARDO et al., 2001). A espécie Rhinocricus padbergi
(Rhinocricidae) tem sido utilizada na avaliagdo de misturas complexas de contaminantes
ambientais, como lodo de esgoto (GODOY; FONTANETTI, 2009, NOGAROL,;
FONTANETTI, 2010; FONTANETTI et al., no prelo) e solo de landfarming (SOUZA,
FONTANETTI, 2010, submetido).

3. Efeitos de contaminantes ambientais em diplopodos e principais biomarcadores

empregados

3.1. Estudos de campo
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O estudo de comunidades de invertebrados edaficos fornece dados para a compreenséao
do funcionamento do ecossistema e revela mudancgas sutis decorrentes dos efeitos dos
contaminantes ambientais. Constitui, portanto, uma ferramenta importante no monitoramento
ambiental (KNIGGE; KOHLER, 2000).

Uma das maneiras de avaliar os efeitos da poluicdo é examinar espécies presentes ou
ausentes em determinado local (READ; MARTIN, 1990).

Krivoluckij et al. (1972) reportaram uma diminuicdo do numero de diplopodos em
locais contaminados com Sr.

Hopkin et al. (1985) mostraram que a maioria das espécies de diplopodos presentes em
locais ndo contaminados com metais estavam ausentes em locais contaminados.

Contudo, Grelle et al. (2000) concluiram que relacionar a presenca de um género ou
espécie com solos contaminados merece discussdo. Nesse estudo, nenhuma relagdo foi
encontrada entre a diversidade de diplopodos, espécies dominantes e o grau de contaminacgéo
dos locais avaliados. Inclusive, solos ndo contaminados apresentaram poucos individuos.
Porém, houve uma forte evidéncia para a existéncia de um limiar de concentracdo de metais,
uma vez que nos locais altamente poluidos nenhum diplépodo foi encontrado. Também, Read
e Martin (1990) ndo encontraram qualquer relacdo entre o nimero de espécies de diplépodos
ou 0 nimero de individuos coletados e a concentracdo de metais no solo. Grelle et al. (2000)
concluiram que fatores como a disponibilidade de matéria organica, tipo de vegetacdo e
estrutura do solo podem ser importantes para a abundancia de espécies de diplépodos e a
presenca de espécies dominantes.

De fato, o solo € um ecossistema extremamente complexo e pardmetros ambientais
podem mascarar os efeitos de poluentes sobre comunidades de invertebrados terrestres. Para
minimizar as interferéncias ambientais, recomenda-se que estudos de campo sejam
cuidadosamente planejados e as localidades escolhidas devem ser comparaveis quanto a
quantidade de matéria organica, pH, textura, tipo de solo e umidade, dentre outras
propriedades (SOCHOVA et al., 2006).

3.2. Estudos em laboratorio
Comparados com estudos de campo, ensaios realizados em laboratério mostram uma
relacdo mais clara entre exposicdo e efeitos de contaminantes ambientais, devido a

possibilidade de controle das condigdes experimentais e menor variabilidade. Portanto,
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representam o primeiro passo para a avaliacdo de risco ecologico. Contudo, recomenda-se a
utilizacdo de uma bateria de testes, com diferentes biomarcadores e espécies para que
resultados de laboratorio possam ser eficazes em predizer efeitos em ecossistemas naturais
(LOKKE; VAN GESTEL, 1998).

3.2.1. Toxicidade

De acordo com Fairbrother et al. (2002), a analise da taxa de mortalidade € um
parametro chave para a avaliacdo de solos, pois representa uma resposta severa a exposi¢cao
ao contaminante, sendo um parametro bastante utilizado em analises ecotoxicologicas.

A toxicidade aguda do detergente linear alkilbenzeno sulfonato (LAS) foi reportada para
o diplépodo B. superus (LCso > 10000 mg LAS/Kg) (TAJOSKY, 1998).

Pesticidas sdo potencialmente perigosos para espécies nao-alvos. Os efeitos do fungicida
dithane M-45 (mancozeb), em diversos taxa de artropodos, foram estudados por Adamski et
al. (2007). Alta mortalidade foi reportada para Diplopoda. O curto tempo de exposi¢do ao
fungicida (24h) indicou um baixo valor de LC (LCsp=0.351; LCg5=6.13). De acordo com 0s
autores, esse fato provavelmente subestima os efeitos do fungicida no campo, uma vez que
populacgdes inteiras de diplopodos podem correr o risco de desaparecimento.

A aplicacdo topica dos pesticidas carbamato methiocarb e do piretroide deltamethrin,
nas espécies G. olivaceus e P. setiger promoveu baixa toxicidade, com altos valores de DLsy,
515, 216, 137 e 93 e 489 mg/g, 222, 108 e 71 mg/g respectivamente. Essa resposta foi
atribuida ao exoesqueleto calcificado rigido dos diplopodos, que pode ter interferido na
penetracdo dos produtos (BOCCARDO; FERNANDES, 2000; BOCCARDO et al., 2001).

Ja Weber e Nentwig (2006) nédo verificaram alteraces nas taxas de mortalidade, de
Allajulus latestriatus alimentados com folhas de milho transgénico N4640Bt que expressa a
proteina Bt CrylAb, utilizada como herbicida. Todavia, os autores verificaram que o
diplopodo excretou quantidades consideraveis da proteina ativa, juntamente com as fezes,

podendo disponibiliza-la para outros organismos que habitam o solo.

3.2.2. Consumo de alimentos, assimilagcdo de nutrientes e biomassa
Embora o nimero de espécies de diplopodos possa sofrer reducdo em areas altamente
contaminadas com metais, algumas espécies podem desenvolver estratégias que minimizem

os efeitos desses poluentes, permitindo sua sobrevivéncia. Dentre elas, tem sido relatada a
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reducdo das taxas de consumo de alimentos e da eficicia da assimilacdo de nutrientes em
funcdo da quantidade de contaminantes presentes. Assim, exemplares de G. marginata
reduziram significativamente o consumo de serrapilheira contaminada com Cd, Cu, Pb e Zn e,
consequentemente, apresentaram também diminuicdo da biomassa (HOPKIN et al., 1985).
Exemplares de A. nitidus, G. conspersa, J. scandinavius e de P. denticulatus (KOHLER
et al., 1992a) alimentados com liter contaminado com Pb diminuiram a assimilacdo de
nutrientes. O mesmo foi observado em R. kesseleri, alimentados com Cd e Hg (ZHULIDOV;
DUBOVA, 1988). Kohler et al. (1992a) reportaram que individuos de G. conspersa foram
capazes de compensar essa diminuicdo com o aumento do consumo de serrapilheira. As
outras espécies de Julidae investigadas nesse estudo nao apresentaram tal compensacdo, mas
sobreviveram. J& P. denticulatus também ndo apresentou essa compensagdo, porém 0s
individuos dessa espécie morreram ao final do experimento. Zhulidov e Dubova (1988)
consideraram que a diminuicdo da assimilacdo de nutrientes constitui um mecanismo de
defesa contra a acdo de compostos toxicos no substrato. Contudo, Kohler et al. (1992a)
observaram que a eficacia dessa estratégia depende das caracteristicas nutricionais de cada
espécie. Espécies relativamente grandes, como Julidae, consomem grande quantidade de
alimento e utilizam somente uma pequena quantidade dos nutrientes presentes. Ja espécies de
pequeno porte, como P. denticulatus, tendem a consumir pequenas quantidades de alimento,
mas apresentam alta eficacia na assimilacdo de nutrientes. No estudo conduzido, individuos

dessa espécie ndo conseguiram um suprimento energético adequado para a sobrevivéncia.

3.2.3. Bioacumulacao

Devido seus habitos alimentares, diplopodos apresentam grande capacidade de acumular
metais presentes no ambiente. Assim, foi demonstrado que esses animais podem acumular Hg
(SIEGEL et al., 1975), Cu e Zn (BEYER et al., 1985, 1990; CARTER 1983; PAOLETTI et
al., 1988), Mg e Sr (PONOMARENKO et al., 1974).

Entretanto, a concentracao corporea de metais varia de espécie para espécie assim como
as taxas de assimilagdo desses compostos. Em condi¢des normais, metais essenciais, como Cu
e Zn, sdo assimilados e acumulados em grandes quantidades para a realizacdo de processos
vitais. Ja o Pb e o Cd, metais ndo essenciais, sdo pouco assimilados (HOPKIN et al., 1985;
HOPKIN; READ, 1992; KOHLER et al., 1992a).
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Heikens et al. (2001) estudaram a bioacumulagdo de metais em varios grupos de
artropodos. De maneira geral, a concentracdo de metais no corpo dos animais aumentou com
0 aumento da concentracdo desses elementos no solo. Os grupos taxondmicos foram
categorizados da maior para a menor acumulacédo interna: a) Cd= Lumbricidae > Arachnida >
Diplura > Diplopoda > Collembola > Collembola; b) Cu= Diplopoda = Isopoda > Collembola
> Arachnida > Lumbricidae > Collembola = Formicidae; ¢) Zn= Diplopoda = Isopoda >
Arachnida Chilopoda > Formicidae > Lumbricidae > Collembola. A concentragdo de Pb foi
extremamente alta em Isopoda e Collembola, intermediaria em Diplopoda, baixa em
Chilopoda e Collembola.

Nakamura e Taira (2005) e Nakamura et al. (2005) sugeriram que diplépodos podem
fornecer informagcbes da acumulacdo e mecanismos de regulagdo de metais perigosos
presentes no meio ambiente. Os autores mostraram que a acumulacdo de metais nédo
essenciais para diplépodos foi na ordem de: Cu > Pb > Cd. Em C. hualienensis, a
concentracdo interna de As e Ag foram dependentes da concentracdo no solo. Ja a
concentragdo de Zn em O. gracilis e C. hualienensis mostrou-se diferente nos locais
amostrados, mas a concentracdo corpérea desse elemento permaneceu constante.

Hubert (1977; 1978a,b; 1979a,b) foi o primeiro pesquisador a identificar os locais de
armazenamento de metais em diplopodos. Geralmente, os granulos contendo metais
encontram-se associados com 6rgaos de funcdes digestoria, de armazenamento e de excrecéo,
como o intestino médio, células hepéticas, corpo gorduroso e tubulos de Malpighi. Kéhler e
Alberti (1992) identificaram numerosos granulos contendo fosfato de célcio, em células do
intestino médio do diplopodo M. germanica. Estudos realizados nos diplopodos G. marginata
(HOPKIN et al., 1985; KOHLER et al., 1995) e em L. belgicus (KOHLER et al., 1995)
revelaram que as células epiteliais do intestino médio sdo os principais locais de
armazenamento de Cd (60-68%) e de Pb (47-64%). Segundo os autores, Zn é
predominantemente estocado na cuticula e somente uma pequena fracdo (3-6.5%) é
armazenada no intestino medio. Células do corpo gorduroso também armazenam metais em
granulos insoltveis, porém a composi¢cdo dos mesmos ainda ndo foi estudada (HOPKIN;
READ, 1992; FONTANETTI et al., 2006).

Tanto metais essenciais quanto 0s nao essenciais podem estar presentes no ambiente em
quantidades elevadas, aumentando as taxas de assimilacdo e acumulacdo dos mesmos

(HOPKIN; READ, 1992). Assim, a acumulagdo de metais em invertebrados terrestres
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saprofagos, baseada na concentracdo total desses elementos no solo e no corpo dos animais
avaliados, pode ser utilizada como um parametro chave na ecotoxicologia terrestre
(HEIKENS et al., 2001).

Read e Martin (1990) encontraram altas concentracGes de metais em exemplares de G.
marginata, provenientes de locais poluidos enquanto baixas concentragGes foram reportadas
em individuos provenientes de locais ndo contaminados. Em experimentos conduzidos em
laboratorio, juvenis acumularam rapidamente Cd e Zn quando alimentados com serrapilheira
contaminada e se desenvolveram significativamente mais devagar que os individuos
alimentados com serrapilheira ndo contaminada. Juvenis de T. niger também acumularam
metais rapidamente e apresentaram baixas taxas de crescimento e de sobrevivéncia em relacdo
aos individuos do grupo controle.

Além de metais, a bioacumulacdo de material radioativo também foi avaliada em
diplépodos. Rantala (1990) estudou a acumulacdo de Cs radioativo em C. britannicus apds o
acidente nuclear em Chernobyl ocorrido em 1986. Os diplopodos oriundos de locais
contaminados apresentaram niveis de 7360 a 13420 Bq Kg*, sendo que os niveis mais
elevados foram encontrados nos individuos jovens.

A andlise da bioconcentracdo (concentracdo de xenobidticos no solo dividido pela
concentracdo no animal) tem sido utilizada para o calculo da concentracdo maxima permitida
de contaminantes ambientais no meio terrestre. Contudo, por causa da capacidade de
distinguir a presenga de contaminantes ambientais no substrato e evitar sua ingestdo, a
concentracdo corpOrea desses contaminantes em invertebrados terrestres, incluindo algumas
especies de diplépodos, pode nédo refletir diretamente a concentragdo dos mesmos no solo
(HAIMI, 2000).

3.2.4. Biomarcadores bioquimicos

Em vertebrados, a inducdo do citocromo P450 tem sido aceita como um biomarcador
subletal de estresse bem estabelecido, decorrente da exposicdo a xenobidticos. Em
invertebrados, o estudo da organizacéo e distribui¢do do citocromo P450 é limitado a poucas
espécies (LIVINGSTONE, 1990). Zanger et al. (1997) reportaram a inducéo de compostos do
sistema citocromo P450 no diplopodo J. scandinavius e no isopodo Oniscus asellus,
alimentados com serrapilheira contendo B-naphthoflavone. Assim, os resultados indicaram

que essa poderia ser uma ferramenta promissora na ecotoxicologia de solos. Entretanto, para o
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monitoramento ecotoxicoldgico, um grande nimero de animais seria requerido para uma
adequada andlise estatistica, visto que as analises enzimaticas foram realizadas com um pool
de espécimens (10 diplopodos e 15 isdépodos). Tambeém, os autores salientaram que analises
individuais seriam necessarias, assim como a identificacdo das proteinas induzidas, para
revelar similaridades e/ou diferencas no modo de indugéo do sistema P450 de vertebrados.

A inducdo da proteina de estresse hsp70, cuja sintese é aumentada em organismos
expostos a estressores ambientais proteotoxicos (efeitos adversos na integridade de proteinas
intracelulares) tem sido considerada por muitos pesquisadores como um biomarcador
universal de estresse. Alguns trabalhos com esse enfoque tém sido realizados com diplépodos,
sobretudo com exemplares da espécie J. scandinavius, expostos a diferentes concentracoes de
metais (ZANGER; KOHLER, 1996, ZANGER et al., 1996, KOHLER et al., 1996).

Desse modo, Zanger et al. (1996) demonstraram o aumento da expressdo de hsp70 em
adultos de J. scandinavius, alimentados com serrapilheira contaminada com diferentes
concentracdes de Cd (10, 30, 50 e 60 mg/Kg CdCl,). Em outro estudo, elevados niveis de
hsp70 foram reportados em diplopodos com o aumento das concentragcdes de Zn (2518, 4705
e 22203 mg/Kg ZnCl,) e de Cd (51, 133, 216 e 257 mg/Kg CdCl,); entretanto, concentra¢des
extremamente elevadas de Cd (422 mg/Kg CdCl,) diminuiram os niveis da proteina. Os
autores sugeriram que essa reducdo seria uma consequéncia de severos danos histopatoldgicos
no intestino médio do dipldpodo (ZANGER; KOHLER, 1996). Por outro lado, Kéhler et al.
(1992b) ndo encontraram nenhuma relacdo entre a exposi¢cdo de Pb (1000 mg/Kg) e a
expressdo de hsp70 em trés outras espécies de diplépodos, G. marginata, C. punctatus e T.
niger.

Kohler et al. (2000) estudaram 38 populacbes de diplopodos (J. scandinavius) e
isdpodos (O. asellus e Porcellio scaber), oriundos de locais cronicamente contaminados com
metais, principalmente Cd, Pb e Zn. A maioria dessas populagdes exibiu baixos niveis de
hsp70. A insensibilidade aos metais foi associada com os baixos niveis da proteina de
estresse. Baseados em modelos matematicos e analises estatisticas, 0s autores propuseram que
a selecdo de fenotipos insensiveis a poluicdo crénica poderia atuar. Assim o nivel da proteina
de estresse seria minimizado, indicando alta integridade intracelular de proteinas. Selecéo
para um alto nivel de hsp70, que compensaria efeitos adversos da contaminacdo crénica, nao

foi observada. Is6podos (O. asellus) oriundos de um local controle ndo foram capazes de
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manter um nivel baixo de hsp70 apds exposicdo, em laboratério, a um cocktail de metais ou
solo proveniente dos locais cronicamente contaminados.

De acordo com os autores, a excessiva acumulacdo corpOrea de metais e danos
histopatologicos podem limitar a sobrevivéncia de diplopodos e isdpodos em locais
cronicamente contaminados com metais. Assim, a selecdo de fendtipos insensiveis favoreceria
mecanismos de respostas que levariam 0s animais a evitarem o estressor ou seu impacto com
pouco custo em termos de reproducdo e sobrevivéncia, resultando em um aumento da energia
despendida para mecanismos de destoxificacao.

Nesse trabalho, os principais fatores, além do histérico de contaminacdo, explicando
tanto o alto nivel de hsp70 em populacbes ndo tolerantes e o baixo nivel de hsp70 em
populacbes insensiveis ao estresse diferiram entre as espécies estudadas: Pb e Cd para J.
scandinavius e O. asellus; e Zn para P. scaber.

Diplépodos expostos a contaminantes orgéanicos, y-hexaclorociclohexano (lindane) e
2,2°,5,5 tetraclorobifenil (PCB 52), e submetidos a privacdo alimentar, falharam em elevar os
niveis de hsp70. De acordo com os autores, a baixa proteotoxicidade decorrente da exposi¢do
aos contaminantes organicos sugere a presenca (e inducdo) de enzimas de biotransformacéo
nos diplopodos. Esses animais seriam capazes de destoxificar baixas concentracGes de
substancias organicas antes da degradacdo intracelular de proteinas e, subsequentemente,
antes da resposta da hsp70. Também, a privacdo alimentar levaria ao consumo de reservas
energéticas, mas ndo ao acumulo intracelular de proteinas degradadas (ZANGER; KOHLER,
1996).

Nesse mesmo estudo, Zanger e Kohler (1996) propuseram 0 uso de um novo
biomarcador subletal de estresse ambiental em diplépodos. Os autores observaram diferencas
entre a cor do homogeneizado do grupo controle e dos animais expostos. Entdo, concluiram
que a mudanca de cor do homogeneizado estava associada com o status energético dos
diplépodos em condicdes de estresse, uma vez que decorreu da mobilizacdo de proteinas e
polissacarideos presentes na cuticula de J. scandinavius, que contém pigmentos associados.
Baseados em andlises estatisticas e modelos matematicos, os autores desenvolveram um teste
de cor capaz de indicar e quantificar o grau de estresse causado por metais, contaminantes
organicos e privacdo alimentar. Zanger e Kohler (1996) apontaram ainda que a exposi¢édo a

metais pode estar, em muitos casos, fortemente associada a privacdo alimentar, portanto,
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deve-se levar em consideracdo a variacdo individual com um nudmero estatisticamente

significativo de replicatas.

3.2.4. Histopatologia
Analises histoldgicas e ultra-estruturais sdo métodos de diagnose bastante utilizados
em humanos e outros vertebrados, para a analise de determinadas patologias. Nas Gltimas
décadas biomarcadores histopatologicos passaram a ser aplicados em espécies de
invertebrados, para a identificagdo de danos celulares e tissulares decorrentes de
contaminacdo ambiental (TRIEBSKORN; KUNAST, 1990; TRIEBSKORN et al., 1991;
TRIEBSKORN et al., 1999).

Nesses estudos, Orgdos relacionados com a absorcdo e assimilacdo de nutrientes
essenciais tais como lipidios, carboidratos e proteinas tém sido preferencialmente utilizados
(HOPKIN, 1989; PIGINO et al. 2005). Em dipl6podos, o intestino médio tem sido largamente
empregado por possuir, além dessas funcGes, um importante papel nos processos de
destoxificacdo e excrecdo de xenobidticos (HOPKIN et al., 1985; TRIEBSKORN et al., 1991;
KOHLER; ALBERTI, 1991; KOHLER; TRIEBSKORN, 1998; GODOY; FONTANETTI,
2009, NOGAROL; FONTANETT]I, 2010).

O intestino médio de diplépodos é constituido por epitélio pseudoestratificado, apoiado
em uma espessa membrana basal, sequido de uma camada muscular, uma camada de corpo
gorduroso revestido por uma membrana externa. Abaixo da camada muscular encontram-se
células hepéticas distribuidas de modo aleatério e abaixo da camada de corpo gorduroso pode
se observar uma musculatura ndo continua (KOLHER; ALBERTI, 1992; FANTAZZINI et
al., 2002).

Em condi¢bes normais, analises da ultra-estrutura do intestino médio de diferentes
espécies de diplépodos (HUBERT, 1979b; HOPKIN; READ, 1992; CAMARGO-MATHIAS
et al., 2004) revelaram que este é formado por um epitélio pseudoestratificado, constituido

pelos seguintes tipos celulares: a) células principais: envolvidas com a absorcdo de nutrientes

e também com o transporte de substancias a partir da hemolinfa. Apresentam bordo em
escova bem desenvolvido. No dominio apical, estdo localizadas numerosas mitocéndrias. O
nucleo localiza-se na regido central e a cromatina é levemente condensada. Apresentam
reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido. S&o observadas também varias cisternas

do complexo de Golgi e numerosos esferocristais. O dominio basal é caracterizada por varias
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invaginacgdes, alcancadas por prolongamentos das células hepaticas; b) células regenerativas:

estdo localizadas na regido basal do epitélio. O &pice dessas células ndo alcanca o limen
intestinal. O nacleo encontra-se na regido central e as cisternas do Golgi, mitocondrias e
reticulo endoplasmaético rugoso estdo igualmente distribuidos pela célula; c) células
secretoras: estdo inseridas entre as células principais, produzem substancias de natureza
glicoprotéica que auxiliam na absorcéo e/ou na lubrificagdo da superficie epitelial.

Na camada de corpo gorduroso estdo as células hepéticas, que ndo se apresentam
interconectadas. Possuem nicleo central e as cisternas do Golgi, reticulo endoplasmatico
rugoso, mitocondrias e lisossomos igualmente distribuidos pela célula. (KOHLER;
ALBERTI, 1992; CAMARGO-MATHIAS et al.,, 2004). Apresentam ramificacbes que
penetram através da ldmina basal nas invaginacfes presentes nas células principais; observa-
se juncdes que permitem a troca de substancias entre os dois tipos celulares (HUBERT,
1988). As células hepéticas atuam no estoque de compostos energéticos e na destoxificacdo
do organismo por meio do armazenamento e excrecdo de metais e de outras substancias
toxicas (HUBERT 1978a,b; 1979a,b).

Triebskorn et al. (1991) reportaram alteracGes ultra-estruturais em C. punctatus, apos
ingestdo de concentracdes subletais de Pb, como condensagdo citoplasmatica, reducdo do
volume celular, dilatacdo dos espacos intercelulares e desorganizacéo das cisternas do reticulo
endoplasmatico e dos microtibulos. As mitocondrias, normalmente localizadas na zona
apical, apresentaram-se distribuidas pela célula. Segundo os autores, o Pb atuou no
citoesqueleto e/ou balango osmotico das células, induzindo as alteragGes observadas.

A ultra-estrutura do intestino médio dos diplépodos C. alemannicum, C. silvarum, G.
marginata, J. scandinavius, M. germanica, O. rutilans, P. angustus, T. niger, coletados em
um local contaminado com Cd, Pb e Zn, revelou alteracbes, ndo observadas no grupo
controle. A principal alteracdo observada foi a condensacdo citoplasmatica das células
principais. Como consequéncia dessa reducdo de volume, as células regenerativas e as células
principais se desconectaram tanto na regido basal quanto na apical, resultando na formacéo de
extensos espacgos intercelulares. Também, os esferocristais presentes nas células principais
mostraram-se completamente eletrondensos. As mitocéndrias apresentaram-se distribuidas
igualmente pela célula e o reticulo endoplasmatico rugoso mostrou-se menor. A lamina basal

mostrou-se fina e condensada. Nas células hepaticas, foi observado um aumento da
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quantidade de lipideos e de glicogénio e alongamento dos prolongamentos celulares
(KOHLER; ALBERTI, 1992).

No mesmo trabalho, Koéhler e Alberti (1992) mostraram que diplopodos alimentados
com serrapilheira contaminada com Pb, em laboratorio, apresentaram as mesmas alteragoes
descritas acima, porém mais pronunciadas.

Baseados em um estudo realizado com Deroceras reticulatum (molusco), Porcelio
scaber (isopoda), J. scandinavus (diplopoda) e Tetrodontophora bielanensis (colémbola),
expostos a substrato contaminado com Cd, Pb e Zn, e nos efeitos conhecidos de metais e
outras toxinas no sistema digestorio de outros invertebrados, Kohler e Triesbskorn (1998)
desenvolveram um protocolo que combina analises quantitativas e qualitativas para avaliar
mudancas ultra-estruturais aplicadas a ecotoxicologia terrestre. Os autores selecionaram
quatro organelas celulares (microvilosidades, mitocdndria, reticulo endoplasmaético e ndcleo)
e classificaram as alteracdes observadas em trés categorias: (1) controle — estado néo alterado;
(2) compensacdo — alteracGes ultra-estruturais que representam uma reacdo frente a situacdes
de estresse ambiental e (3) ndo compensacéo — reflete a destruicdo das organelas.

A descricdo das alteragdes observadas em cada organela, de acordo com a
classificacdo proposta, é resumida abaixo:

a) Compensacdo: Microvilos: encurtamento, morfologia irregular e redugdo numérica.
Mitocbndria: aumento ou diminuicdo da elétron-densidade da matriz mitocondrial, moderada

dilatacdo, aumento da formacdo de cristas mitocondriais. Reticulo endoplasmatico:

encurtamento, vesicularizagdo, dilatagdo ou circularizagdo das cisternas, degranulacgéo,

aumento ou diminuicdo do nimero de cristas. Ndcleo: alteracdes da morfologia nuclear e/ou

nucleolar, alteracbes da elétron-densidade do carioplasma, dilatacdo do espaco perinuclear,
aumento do nimero de mitoses.

b) Ndo compensagdo: Microvilos: auséncia e destruigdo. Mitocondria: ruptura da
membrana, destruicdo das cristas, formacdo de estruturas de mielina, severa dilatacdo em

combinacdo com a reducdo das cristas. Reticulo endoplasmatico: ruptura da membrana e

formacdo de figuras mielinicas. Nucleo: ruptura, formacdo de blebbeds, destruicdo do
envoltdrio nuclear e caridlise.
Nesse trabalho, Kohler e Triesbskorn (1998) observaram que J. scandinavus apresentou

maior sensibilidade ao Cd e, em menor extensao, ao Pb.
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AlteracGes tissulares no intestino médio do diplopodo R. padbergi foram estudadas,
apos exposicdo a solos contaminados com diferentes propor¢des de residuos de natureza
complexa, como lodo de esgoto (GODOY; FONTANETTI, 2009, NOGAROL,;
FONTANETTI, 2010) e solo de um sistema de biorremediacdo desativado, proveniente de
uma refinaria de petréleo, contaminado com metais e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(SOUZA; FONTANETTI, submetido). Conjuntamente, as respostas obtidas nos trabalhos
citados acima poderiam ser interpretadas como mecanismos de defesa dos animais expostos,
numa tentativa de neutralizar e/ou eliminar os residuos téxicos ingeridos. Resumidamente, 0s
principais biomarcadores tissulares observados nesses trabalhos foram:

a) Morte celular: Foram reportados vacuolizacdo do citoplasma epitelial e das células
da camada de corpo gorduroso, condensacdo da cromatina nuclear e dilatacdo do espaco
intercelular. De acordo com Nogarol e Fontanetti (2010), a morte celular poderia atuar como
uma resposta fisioldgica, permitindo a remocao de tecidos alterados, exercendo, portanto, um
papel importante na manutencdo da estrutura do 6rgdo. Contudo, a morte celular representa a
acao direta de contaminantes ambientais sobre o tecido e sua persisténcia ou progressao pode
levar & perda parcial ou total da fungdo do 6rgdo alvo (SOUZA; FONTANETT], submetido).

b) Aumento na taxa epitelial de renovacdo: No processo de renovacao epitelial, as

células danificadas ou rompidas séo eliminadas no limen do intestino, onde séo digeridas. O
epitélio eliminado é entdo substituido por um novo, oriundo do crescimento e divisdo de
células regenerativas. Esse processo constitui um evento fisiologico normal, que ocorre, por
exemplo, durante o processo de muda e durante a substituicdo de células velhas (HOPKIN;
READ, 1992). O aumento de regibes do epitélio em processo de renovacéo indica que pelo
menos uma parte dos compostos toxicos presentes no organismo poderia estar sendo

eliminado durante a substituicdo do epitélio intestinal;

c) Aumento do ndmero de vesiculas de secrecdo: Vesiculas de secrecdo do tipo
apocrino (FONTANETTI et al., 2001; FANTAZZINI et al., 2002), cujo contetdo é liberado

juntamente com parte de seu citoplasma, foram observadas em toda a extensédo do epitélio de

R. padbergi, por Nogarol e Fontanetti (2010). A natureza glicoprotéica dessas vesiculas levou
as autoras a inferirem que esta resposta constituiria uma protecdo do tecido contra a entrada
de substancias potencialmente toxicas. Porém, em alguns tratamentos, as vesiculas de
secrecdo mostraram-se vacuolizadas, indicando que 0os compostos toxicos presentes no solo

alcancaram o citoplasma das células principais do epitélio intestinal. Também, o aumento da
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quantidade de vesiculas de secrecédo liberadas em dire¢do ao limen, poderia representar uma
resposta do organismo aos efeitos de poluentes, uma vez que a excre¢do de compostos toxicos
armazenados no epitélio do intestino dos diplépodos seria acelerada.

d) Aumento do numero de hemocitos por entre as células do corpo gorduroso:

Hemdcitos sdo células do sistema imune de artropodos, capazes de detectar, encapsular ou
fagocitar patdgenos e substancias estranhas ao organismo (XYLANDER, 2009). O numero
total de hemdcitos circulantes pode ser afetado por mudancas das condi¢cbes ambientais.
Diferentes tipos de estressores podem ativar a proliferagdo e migracdo de hemdcitos para 0s
tecidos afetados. Grande quantidade de hemdcitos isolados e agrupados tem sido observado
por entre as células da camada de corpo gorduroso de R. padbergi, indicando a ocorréncia de
lesdo tecidual com possivel processo inflamatério (GODOY; FONTANETTI; 2009;
NOGAROL; FONTANETTI, 2010, SOUZA; FONTANETTI, submetido), constituindo,
portanto, um mecanismo de defesa do organismo, que atuaria na destruicdo de toxinas,
podendo estar relacionado também com processos de renovacdo tecidual, por meio da
reabsorcdo do epitélio injuriado;

e) Aumento de granulos citoplasméaticos nas células do corpo gorduroso: Em

diplépodos, assim como em outros invertebrados, o acumulo intracelular de metais
potencialmente tdxicos em formas insollaveis, fisiologicamente inativas, € um importante
mecanismo para a manutencdo da homeostase e, também, para a destoxificacdo desses
elementos (HOPKIN; READ, 1992).

A origem dessas estruturas ainda ndo esté esclarecida do ponto de vista biolégico. Tem
sido sugerido que os granulos podem ser gerados diretamente no complexo de Golgi ou nas
cisternas associadas. Uma segunda hipotese considera que os granulos sao produzidos no
reticulo endoplasmatico rugoso. Granulos que aparecem em vacuolos ou vesiculas de origem
indeterminada constituem uma terceira possibilidade. O quarto local de formacéo de grénulos
seria a por¢do interna das mitocondrias (KOHLER, 2002).

Em algumas espécies, os granulos podem permanecer por um grande periodo de tempo
na célula, antes de ser excretado. Quando precipitados, podem ser transportados para o Iimen
intestinal e posteriormente liberados (VANDENBULCKE et al., 1998). O processo de muda
também constitui um importante meio de destoxificacdo, uma vez que o epitélio do intestino é
rompido e o conteudo das células principais é eliminado juntamente com as fezes (HUBERT,

1979b). O aumento da quantidade de grénulos intracelulares, em tecidos de invertebrados
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aquaticos e terrestres, em fungdo da concentragdo de metais presentes no substrato tem sido
utilizado como um biomarcador sensivel de contaminagdo ambiental por metais (KOHLER et
al., 1996; BARKA et al., 2007). O mesmo parece ser verdadeiro para o diplépodo R.
padbergi.

A indugdo de processos de destoxificagdo, bem como a sobrevivéncia, frente as
situagBes de estresse requer a mobilizagdo de reservas energéticas (KOHLER et al., 1996). O
consumo dessas reservas pode ser avaliado por meio de analises histoquimicas. Essas analises
podem ser utilizadas em complementacdo as analises morfolOgicas, para a deteccdo de
substancias especificas, como glicogénio, proteinas e lipideos. Atualmente, a deplecdo dessas
substancias tem sido considerada na avaliacdo ecotoxicoldgica (ANSALDO et al., 2006).
Alguns pesquisadores tém aplicado esses biomarcadores em diplépodos para a avaliacdo dos
efeitos de contaminantes ambientais (GODOY; FONTANETTI, 2010, NOGAROL;
FONTANETTI, 2010, FONTANETTI; SOUZA, dados ndo publicados).

Estudos recentes indicam que o corpo gorduroso perivisceral de diplépodos também
pode ser utilizado em estudos ecotdxicoldgicos (SOUZA, FONTANETTI, submetido). Esse
Orgdo apresenta intensa atividade metabolica e sua fungdo estd relacionada com o
armazenamento de lipidios, glicogénio, proteinas e 4&cido Urico, assim como o
armazenamento, neutralizacdo e excrecdo de substancias que ndo sdo Uteis para o animal
(HUBERT, 1979, HOPKIN; READ, 1992, FONTANETTI et al., 2006).

Anélises histolégicas e histoquimicas foram realizadas no corpo gorduroso
perivisceral de R. padbergi por Souza e Fontanetti (dados ndo publicados). Nesse 6rgdo, a
perda da integridade da membrana plasmatica, a desorganizacao citoplasmatica, o aumento do
numero de hemocitos e a deplecdo de polissacarideos neutros, proteinas totais e de calcio
poderiam ser considerados biomarcadores de contaminagdo ambiental em diplépodos.

Kohler e Alberti (1992) demonstraram que a reacdo de diplopodos submetidos a
estresse ambiental em condi¢Ges naturais correspondeu grandemente com as respostas
observadas em laboratdrio, indicando que impactos histopatolégicos podem influenciar o

papel ecoldgico desses animais no ecossistema.

4. Conclusao
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O uso de ferramentas biologicas para a detecgdo de xenobiodticos no ecossistema
terrestre vem ganhando destaque. Apesar de sua importancia ecoldgica, o uso de diplopodos
como bioindicadores ainda é relativamente escasso em comparagdo com outros invertebrados
terrestres saprdofagos. Ensaios ecotoxicologicos com diplépodos podem revelar o grau de
poluicdo do solo e fornecer subsidios para o desenvolvimento de programas voltados a
preservacdo desse ecossistema. Esses animais podem ser negativamente afetados por
contaminantes ambientais em diferentes niveis de sua organizacdo bioldgica. A analise da
taxa de mortalidade é um pardmetro largamente utilizado. Biomarcadores subletais podem ser
considerados mais sensiveis, acurados e relevantes do ponto de vista ecolégico e
ecotoxicoldgico. Assim, alteracfes bioguimicas, histoldgicas, ultraestruturais, fisiolégicas ou
ainda qualquer manifestagdo de estresse ambiental tém sido utilizadas como biomarcadores
subletais em diplépodos, constituindo ferramentas promissoras na ecotoxicologia terrestre.
Nesses animais, a acdo de metais tem sido largamente estudada e a sensibilidade a esses
compostos tém sido relatada. Diplépodos tem se mostrado sensiveis também para a acao de
contaminantes organicos, porém, comparativamente, os efeitos desses poluentes tém sido
avaliados em menor extensdo. Necessita-se, portanto, de mais estudos com enfoque na acgdo

de contaminantes organicos bem como na acdo de misturas complexas em diplépodos.
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7.6. Morphological biomarkers in the Rhinocricus padbergi midgut exposed to

contaminated soil

Esse artigo foi submetido ao periddico “Ecotoxicology and Environmental

Safety”.
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Abstract

Morphological studies have been performed in invertebrates to elucidate cellular
and/or tissue damage caused by environmental contamination. In present work, the
exposure to industrial soil contaminated with polycyclic aromatic hydrocarbons and
metals led to histological alterations in the midgut of Rhinocricus padbergi (Diplopoda).
The following alterations were observed: increase of cytoplasmic granules in the fat
body; increase in the number of regions of the epithelium in the process of renewal;
increase in the number of hemocytes present among the cells of the fat body and
degenerative changes in the midgut epithelium. Based on results, we concluded that R.
padbergi proved to be an excellent bioindicator for the evaluation of soil quality. The
observed changes could be used as biomarkers for assessing sublethal effects of

contaminated soils.

Keywords: Histopathology, ecotoxicology, landfarming, heavy metals, PAHs
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1. Introduction

Diplopods are known for their role in decomposition of vegetal organic matter
and in soil aeration and enrichment, stimulating microbial activity essential for nutrient
cycling (Hopkin and Read, 1992). Due to their habit in the soil layers and their feeding
behaviour, diplopods have been used to assess the quality of soils (Kohler et al., 1992,
1995).

Morphological studies have been used in invertebrate species for the identification
of cellular and/or tissue responses due to environmental contamination (Triebskorn and
Kinast, 1990, Triebskorn et al., 1999).

The midgut of diplopods acts as a barrier preventing toxic or non-essential
compounds from reaching the rest of the body (Hopkin et al., 1985). Thus, this organ
plays an important role in the process of detoxification and excretion of xenobiotics
(Hopkin et al., 1985, Triebskorn et al., 1991, Kohler and Triebskorn, 1998). For example,
metals are accumulated in insoluble granules in order to neutralize the toxic effects of
these compounds (Kdéhler, 2002). Moreover, the activation process of biotransformation
of organic pollutants is more complex because each class of contaminant has a specific
metabolic pathway that may lead to the formation of insoluble and soluble metabolites,
which can be stored in the body of the animal or may be disposed (Triebskorn and
Kohler, 1996). However, when they ingest highly contaminated soil or food, undesirable
compounds may actively enter into their cells (Vandenbulcke et al., 1998), promoting

changes.

The Rhinocricus padbergi species has a high population density, is easily
maintained in the laboratory and a number of aspects of their biology and morphology are
described in the literature (Camargo-Mathias et al., 1998, 2004, Fantazzini et al., 1998,
2002, Camargo-Mathias and Fontanetti, 2000, Arab et al., 2003, Fontanetti and Camargo-
Mathias, 2004, Fontanetti et al., 2004, 2006).

Landfarmings from oil refineries are industrial soils that are periodically
contaminated with oil residue. This waste has high concentrations of important

environmental pollutants such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) and metals
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(Marin et al., 2005). Few ecotoxicological studies have been conducted of terrestrial
invertebrates for the assessment of soil contaminated with PAHs and metals. The
landfarming soil is well suited for this purpose.

The aim of this study was to investigate histological and histochemical changes in
the midgut of R. padbergi that could act as biomarkers in the assessment of soil

contaminated with hydrocarbons and metals.

2. Material and Methods

2.1. Soils

The landfarming area evaluated in this study came into operation in 1988 for the
treatment and disposal of oil waste generated during oil refining. In June 2007, it was
deactivated. The landfarming area consisted of a set of eight cells, each one having an
area of 5,000m? with a capacity to treat about 100m? of oil sludge per month (total area =
40,000m? and total capacity of 800m® of oil sludge per month). Nine months after the
deactivation, about 10kg of landfarming soil was collected.

Soil from the Universidade Estadual Paulista, Rio Claro campus, from the same
place where the diplopods were collected, was used as the control soil (SC).

After collection, soils were kept at 4°C until the beginning of the experiments.

2.2. Soil analyses

The concentration of metals (Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb and Zn) presents in
both landfarming and control soil was determined according to USEPA method 6010B.
The analysis of total petroleum hydrocarbons (TPHS) and PAHs was performed
according to USEPA methods - SW 846 - 015A and USEPA 8100, respectively. All
analyses were performed by the Laboratorio Sdo Lucas - Environmental Analysis, Rio
Claro, Séo Paulo, Brazil.

The values obtained in this study were compared with the Guiding Values for Soil
and Groundwater for the State of Sdo Paulo (CETESB, 2005). According to this standard,
the Reference Value of Quality (RVQ) is the concentration of a substance in the soil that

defines a soil as clean. Concentrations above the Value of Prevention (VP) can promote
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harmful changes to soil quality. Concentrations above the Value of Intervention (VI)

represent potential risks to human health, considering a generic exposure scenario.

2.3. Bioassays with R. padbergi

Adult specimens of R. padbergi were collected on the campus of Universidade
Estadual Paulista, Rio Claro, S&o Paulo. After collection, specimens were kept in the
laboratory for two weeks in a tank filled with a mixture of soil, tubers and tree trunks in
the process of decomposition, from the same areas of capture. The room temperature was
controlled (21+2°C) and the photoperiod was 12 hours light/12 hours dark.

After the acclimation period, four tanks (20cm wide x 25cm long x 45cm high)
were filled with different concentrations of landfarming soil (100%: 5kg of landfarming
soil; 70%: 1.5kg of control soil + 3.5kg of landfarming soil; 50%: 2.5kg of control soil +
2.5kg of landfarming soil; 30%: 3.5kg of control soil + 1.5kg of landfarming soil). A fifth
tank was filled with 5kg of control soil. Twenty diplopods were placed in each tank.

The animals were monitored for 90 days. Every day dead diplopods were removed
from the tank. In this way, the analysis of the toxicity of landfarming soil was performed,
excluding the animals that were dissected for histological analysis and histochemistry.
Results related to mortality were expressed as the number of dead animals found in each

bioassay, in relation to exposure time.

2.4. Histology and histochemistry

After 7 and 21 days of exposure, three diplopods from each bioassay were
anaesthetized with ether or chloroform and dissected with a stereomicroscope in a Petri
dish containing a saline solution for insects. The midgut was removed and subsequently
fixed in 4% paraformaldehyde and Carnoy. Then the material was dehydrated in ethanol
solutions at 70, 80, 90 and 95% and embedded in resin (JB-4 - Polaron Instruments/BIO
RAD) for 24 hours in a refrigerator. Subsequently, the material was transferred to plastic
molds containing resin for inclusion. Once polymerized, sections of 6um thick were
obtained with the aid of a LEICA Microtome RM2245.

For the histological analysis, the sections were stained with haematoxylin and

eosin. Histochemical tests were applied for detection of total proteins — the bromophenol
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blue technique (Pearse, 1985), neutral polysaccharides — the PAS technique (Junqueira
and Jungueira, 1983) and calcium - the von Kossa technique (Junqueira and Junqueira,
1983).

3. Results

3.1. Soil analyses

The concentration of the TPHs from the landfarming soil was 448.7 times higher
than in the control soil, indicating that the soil was contaminated with waste oil. The
landfarming soil presented 2749mg/kg of PAHs. Of these, 16% was composed of PAHs
with 2 aromatic rings (naphthalene), 26.22% with PAHs of 3 aromatic rings
(acenaphthylene, acenaphthene, fluorene, phenanthrene and anthracene), 19.35% of
PAHs with 4 aromatic rings (fluoranthene, pyrene, benzo [a] anthracene and chrysene),
33.46% of PAHs with 5 aromatic rings (benzo [b] fluoranthene, benzo [k] fluoranthene,
benzo [a] pyrene and dibenzo [a, h] perylene) and 4.87% of PAHs with 6 aromatic rings
(benzo [g, h, i] perylene and indeno [1, 2, 3-c, d] pyrene). In the landfarming soil, the
values for PAHs were higher than those established in accordance with the Guiding
Values for Soils and Groundwater for the State of Sdo Paulo (CETESB, 2005) (Table 1).

The control soil had concentrations below the detection limit for the 16 PAHs
analyzed, which are consistent with those established by CETESB (2005) (Table 1).

The concentration of metals was also significantly higher in the landfarming soil.
The Ni concentration was 24.29 times higher in landfarming than in the control soil. High
levels of Pb were also detected in landfarming soil (9.03 times higher than in the control).
Concentrations of Ba, Zn, Cu, Cr and Fe were also higher in the landfarming soil. The
concentration of Mn was higher in the control soil (1.6 times) compared to the
landfarming. In both soils evaluated, the levels of Cd did not exceed the limit of detection
(<0.07mg/kg) for the analytical method used (Table 1).

In the soil from the landfarming the values obtained for the Ba, Cr, Cu, Ni and Pb
were higher than the Values of Quality and Prevention, according to CETESB (2005).

The concentration of Zn was higher than the Value of Prevention (Table 1).
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Of the control soil, only the value obtained for Cr (82mg/kg) was above the Value
of Quality (40mg/kg) and the Value of Prevention (75mg/kg), according to CETESB
(2005) (Table 1).

3.2. Bioassays with R. padbergi

3.2.1. Behavior and mortality of R. padbergi exposed to different concentrations
of landfarming

During the day, the control group remained buried in the soil, while being very
active on the surface area overnight.

The animals exposed to concentrations of landfarming also turned over the soil,
being observed as buried during the day and in intense activity during the night.
However, several individuals of R. padbergi remained on the soil surface, even during the
day, a fact uncommon for nocturnal animals. This behavior was intensified after the 15th
day of exposure. Since the beginning of the experiment, diplopods climbing the walls of
the tank, apparently in an attempt to escape, were observed.

From the 7th to 21st day of exposure, the 100% landfarming soil promoted the
highest number of deaths, nine in total. In that same period, only two of the diplopods
exposed to 70% landfarming soil died. No deaths were reported in other concentrations
(Table 2).

From the 21st to 60th day of exposure, four of the diplopods exposed to 100%
landfarming soil died. Seven animals died in both 70% and 50% landfarming soil and
four diplopods died in 30% landfarming (Table 2).

All diplopods exposed to landfarming soil died before the 90 days of exposure
(Table 2).

3.2.2. Histology and histochemistry
3.2.2.1. Control group
The control group presented a midgut (Figure 1) comprised of an intact
epithelium, characterized as pseudostratified, as described by Fantazzini et al. (2002).
The principal cells showed nuclei of round to oval morphology, located in the middle-

apical region (Figure 1A). The apical membrane of these cells had a brush border (arrow
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in Figure 1A). In the basal region, regenerative cells were found (Figure 1B). A basal
membrane, clearly demonstrated by the PAS technique (Fig. 1C), supports the
epithelium, where below this there is a layer of muscle cells (Figures 1B, D, E). Next, the
fat body is located; whose cells had an irregular morphology, spherical nucleus and
cytoplasm with cytoplasmic granules of varied content (Figures 1A, B). Among the fat
body cells some hemocytes (Figures 1A, B) were observed. Secretory vesicles being
released into the lumen were rarely observed (Figure 1E).

The control group showed the same histochemical pattern described for R.
padbergi by Fantazzini et al. (2002). Neutral polysaccharides were detected in the brush
border, in the principal cells, in the basal membrane and in the fat body (Figure 1C). The
principal cells, the microvilli, the cells of the fat body and muscle fibers, reacted strongly
to the technique used for the detection of proteins (Figures 1D, E). The principal cells
showed a positive reaction to the detection of calcium, as well as cytoplasmic granules in
the cells of the fat body (Figure 1F).

Agranulocyte and granulocyte hemocytes were observed (Figure 1B); some of the
hemocytes reacted positively when subjected to bromophenol blue (used for the detection
of protein) (Figure 4B) while others responded more positively to the technique for the
detection of neutral polysaccharides (detail in Figure 4B).

The vesicles of the secretion showed a weakly positive reaction for the detection

of total protein (Figure 1E), neutral polysaccharides and calcium.

3.2.2.2. Animals exposed for 7 and 21 days to different concentrations of
landfarming soil

All concentrations of landfarming soil promoted histological changes in the
midgut of R. padbergi. The same changes were observed in both exposure times, 7 and
21 days. These changes were more severe at the higher concentrations of landfarming,
(100%, 70% and 50%) and milder at 30% landfarming (Table 3).

Cell death was observed in both the epithelium and in the fat body. The
epithelium showed intense cytoplasmic vacuolization in both the middle-apical region
(Figures 2A, B, C) and in the basal region (Figure 2D). The principal cells showed

fragmented nucleus (arrows in Figure 2C). In some regions of the epithelium, the
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intercellular space appeared dilated (arrowheads in Figure 2E). The fat body showed
cellular vacuolization (Figure 2F), karyolysis (arrowheads in Figure 3A) and nuclei with
an altered morphology (arrow in Figure 3A).

There was a large increase in regions of the epithelium in the renewal process
established by the release of cells into the intestinal lumen (Figures 3B, C, D, E). These
cells had nuclei with a pale coloration, characteristic of karyolysis (arrowheads in Figures
3D, E).

A large increase of cytoplasmic granules in cells of the fat body were observed
(Figures 2A, B, 4A, D), especially after the 7 day exposure. The animals exposed for 21
days had a reduced amount of these granules.

In some regions of the intestine, a reduction of the volume of the fat body cells
was observed (Figure 3F).

There was a notable increase in the number of isolated hemocytes (Fig. 2A).
Atypically grouped hemocytes, apparently in an enclosed compartment, were consistently
observed among the cells of the fat body (Figures 4A, C).

In the histochemical analysis, the exposed animals showed the same pattern

described for the control group.

4. Discussion

In this study, few deaths were recorded until the 21st day of the experiment. Thus,
the species R. padbergi proved adequate for the study of the sublethal effects of
landfarming soil.

Tissue changes related to defence and detoxification may be reversible, being
present only as a result of an altered metabolic status of the organism (Nero et al., 2006).
In invertebrates, the intracellular accumulation of potentially toxic metals in insoluble
forms and in physiologically inactive ones is an efficient mechanism for detoxification of
these elements (Kéhler et al. 1996, Kohler, 2002, Pigino et al. 2006; Barka, 2007). In
diplopods, the midgut, including liver cells and the associated fat body, works actively in
this process (Kohler, 2002). In this study, seven days of exposure were sufficient to
activate the detoxification of R. padbergi, caused by the remarkable increase of

cytoplasmic granules in the cells of the fat body of these animals.
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The biotransformation of toxic compounds requires the consumption of energy
reserves. In response to exposure to metals, Ansaldo et al. (2006) reported a depletion of
glycogen in various organs of the gastropod Biomphalaria glabrata. Kohler et al. (1996)
reported a reduction in the amount of lipids in the hepatopancreas of the isopod Porcellio
scaber. The fat body associated with the midgut of R. padbergi is an important storage
site for neutral polysaccharides and protein compounds (Fantazzini et al., 2002). In the
present study, no decrease in the amount of any such elements was observed, however the
reduction of the volume of fat body cells of the animals exposed to landfarming soil
could be due to the large energy demand for detoxification of the toxic compounds found
in the soil.

Degeneration and regeneration of the intestinal epithelium are normal
physiological events that occur, for example, during the molting process and during the
replacement of old cells. Damaged or broken cells are eliminated in the lumen of the
intestine, where they are digested. The epithelium is eliminated and then replaced by a
new one, derived from the growth and division of regenerative cells (Hopkins and Read,
1992, Rost-Roszkowska, 2008). In this study, the increase in regions of the epithelium in
the renewal process represents an attempt by the body to compensate for the damage
suffered after the ingestion of contaminated soil. According to Hupert et al. (1979), toxic
metals, and other accumulated debris can be excreted during the replacement of the
intestinal epithelium. Possibly, some of the toxic compounds present in landfarming soil
could be eliminated in this way.

The persistence or progression of degenerative changes may lead to partial or total
loss of organ function (Nero et al., 2006). These changes have been related to the direct
action of petroleum hydrocarbons and metals on tissues of both invertebrates and
vertebrates and are recognized as sensitive biomarkers in the exposure to contaminants
(Nero et al., 2006, Frias-Espericueta et al., 2008).

The degenerative changes observed in the epithelium of R. padbergi are typical of
necrotic cells. Their morphological characteristics are essentially the result of enzymatic
digestion of the cell and the denaturation of proteins. Cytoplasmic vacuolization is due to
the digestion of organelles. Nonspecific DNA fragmentation leads to fragmentation of the

nucleus and karyolysis, which is characterized by the degradation of chromatin by
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DNAses as the pH of the cell decreases. Additionally, the necrotic cells undergo changes
in osmotic balance, causing an increase in cell volume, culminating in the break and
release of its contents into the extracellular environment, promoting inflammation in
adjacent tissues (Kumar et al., 1994, Junqueira and Carneiro, 2004).

Another change observed in the epithelium of R. padbergi was the dilation of the
intercellular space. According to Kumar et al. (1994), this would be a change in the
plasma membrane, characteristic of necrotic cells, related to the destabilization of the
junction complex.

The increase in the number of isolated and grouped hemocytes, among the cells of
the fat body is also evidence of a necrotic process, indicating that the landfarming soil
caused tissue damage with possible inflammation. This process is a defence mechanism
of the body which acts in the removal of toxins and may also be related to processes of
tissue renewal through re-absorption of the damaged epithelium (David et al., 2008).
Several authors have reported an increase in the number of hemocytes in organisms
exposed to metals (Frias-Espericueta et al., 2008, David et al., 2008) and PAHs (David et
al., 2008).

After the 21st day of exposure to landfarming soil, it was found that there was a
reduction in the number of cytoplasmic granules in the cells of the fat body. This fact
indicated that the diplopods, at a particular time, started to avoid the ingestion of
contaminated soil. This hypothesis is supported by the atypical behavior of individuals of
R. padbergi, which remained on the soil surface of landfarming soil, even during the day.
According to Hopkin and Read (1992) and Hopkin (1985), some species of diplopods
prefer to starve than to ingest food or highly contaminated soil. These facts, combined
with the direct action of contaminants in the soil, as evidenced by chemical analysis,
explain the death of all individuals of R. padbergi before the full 90 days of exposure to

the landfarming soil.

5. Conclusions

The diplopod R. padbergi proved to be an excellent bioindicator for evaluation of

soil quality. The changes observed in the midgut of this species can be used as sublethal
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biomarkers in the assessment of soil contaminated with complex mixtures such as the

landfarming soil used.
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Table 1. Soil analyses

Parameter Control

TPH (mg/kg

PAH (mg/kg)
Naphthalene
Acenaphthylene
Acenaphthene
Fluorene
Phenanthrene
Anthracene
Fluoranthene
Pyrene
Benzo[a]anthracene
Chrysene
Benzo[b]fluoranthene

Benzo[k]fluoranthene

Benzo[a]pyrene

Dibenzol[a, h]perylene
Benzol[g, h, i]perylene
Indeno[1, 2, 3 —c, d]pyrene
Metals (mg/kg)

Ba

Cd

Cr

Cu

Fe

Mn

Ni

Pb

Zn 58

Landfarming

14313.58

442
143
98
82

98

89
45

237
<0.07
157
62.5
39545
228
58.3
75
230

Resolution CETESB (2005)
RVQ VP VRI VII
NA ND ND ND

NA 60 90
NA ND ND
NA ND ND
NA ND ND
NA . 40 95
NA ND ND
NA ND ND
NA ND ND
NA 20 65
NA . ND ND
NA ND ND
NA ND ND
NA 15 35
NA ND ND
NA ND ND
NA 25

75

40

35

ND

ND

13

17

60 300 1000 2000
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TPHs: total petroleum hydrocarbons

PAHSs: Polycyclic aromatic hydrocarbons

Resolution CETESB (2005): RVQ: Reference Value of Quality; VP: Value of
Prevention; VRI: Value of Residential Intervention; VI1I: Value of Industrial Intervention.
Values expressed in mg/kg soil

NA: not applicable for organic substances

ND: not determined
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Table 2. Number of dead diplopod, after exposure to different concentrations of landfarming soil.
Bioassays N  Mortality
first 7days From the 7" to From the 21% to From the 60" to
the 21% day the 60" day the 90" day
Control soil 2
100% Landfarming

70% Landfarming

0
6
2
0

50% Landfarming
30% Landfarming 14 0 0 4 10

N: Total number of diplopods per tank, excluding the animals that were dissected for histological

analysis and histochemistry (6)
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Table 3. Histological changes in the midgut of R. padbergi following landfarming soil exposure
Effects Bioassay
Control  100% 70% 50% 30%

soil Landfarming  Landfarming Landfarming Landfarming

Ephitelium cytoplasmic
vacuolization

7 days

21 days

Fat body cytoplasmic
vacuolization

7 days

21 days

Fragmentation chromatin

7 days

21 days

Intercelullar space dilatation

7 days

21 days

Increase of ephitelium renewal
7 days

ANEVS

Reduction in cell volume of
fat body

7 days

ANEVS

Increase  of intracellular
granules in fat body

7 days

21 days - ++ ++ ++

-absent of histological changes, + histological changes occurred rarely, ++ histological changes occurred often,
+++histological changes occurred regularly in wide areas of the midgut

LEGENDS
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Figure 1. Histological sections of the midgut of R. padbergi exposed to the techniques of HE
(A, B), PAS (C), bromophenol blue (D, E) and von Kossa (F). Exposure to control soil.
ah=agranulocyte hemocyte; bm=basal membrane; e=epithelium; fb=fat body; gh=granulocyte
hemocyte; h=hemocytes; I=lumen; m=muscle; ml=muscular layer; n=nucleus; om=outer
membrane; rc=regenerative cell; sv=secretory vesicles; arrow in A=brush border; arrows in B
and F=cytoplasmic granules.

A, C, D=400x, B, F=600x, E=1000x.

Figure 2. Histological sections of the midgut of R. padbergi, stained with HE. Exposure to
landfarming soil.

A, B. Observe intensely vacuolated epithelium, fat body filled with granules and high
number of hemocytes. C. Detail of the epithelium, observe fragmented nucleus (arrows). D.
Basal epithelium vacuolated. E. Dilation of intercellular space (arrowheads). F. Fat body cell
with vacuolization (arrow).

ah=agranulocyte hemocyte; e=epithelium; fb=fat body; I=lumen; ml=muscular layer; n=
nucleus; v=vacuoles.

A=200x, B=400x, C=1200x, D=1000x, E, F = 600x.

Figure 3. Histological sections of the midgut of R. padbergi, stained with HE. Exposure to
landfarming soil.

A. Karyolysis in the fat body cells (arrowheads) and nucleus with altered morphology
(arrow). B. Part of the epithelium being released into the lumen (arrow). C. Cells lost in the
intestinal lumen. D. Dead cells being expelled from the intestinal epithelium, nucleus of these
cells in the process of karyolysis (arrowheads) and cell being eliminated into the lumen
(arrow). E. Epithelial cells in the intestinal lumen with nuclei in the process of karyolysis
(arrowheads). F. Fat body with reduced cell volume.

e=epithelium; fb=fat body; ml=muscular layer; I=lumen; m=muscle; pm=peritrophic
membrane.

A=600x, B, C, F = 400x, D, E=1200x.
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Figure 4. Histological sections of the midgut of R. padbergi, stained with HE (A) and
exposed to the techniques of bromophenol blue (B, C), PAS (detail in B) and von Kossa (D).
Exposure to landfarming soil.

A. Grouped hemocytes apparently limited by a compartment. Fat body with increased
cytoplasmic granules (arrows). B. Hemocytes, positively stained by bromophenol blue.
Detail, hemocytes stained by PAS. C. Hemocyte groups, apparently limited by a
compartment, moderately stained by bromophenol blue. D. Fat body cells filled with
cytoplasmic granules.

e=epithelium; h=hemocyte; fb=fat body; I=lumen; ml=muscular layer; om=outer membrane.
A, detail in B = 400x, B = 1200x, C, D = 600x.
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7.7. Analise histoldgica e histoquimica do corpo gorduroso perivisceral de Rhinocricus

padbergi (Diplopoda), expostos a um solo industrial contaminado

Esse artigo serd submetido ao periédico “Journal and Environmental Monitoring”
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Resumo

Por fazer parte da fauna edafica, diplopodos tém sido utilizados como bioindicadores
da qualidade de solos. Um dos mais interessantes endpoints subletais aplicados em
diplépodos é a analise morfoldgica de tecidos alvo. O presente trabalho teve como objetivo
investigar se o corpo gorduroso perivisceral da espécie Rhinocricus padbergi pode ser
utilizado como 6rgédo alvo em estudos ecotoxicoldgicos e identificar possiveis biomarcadores
histoldgicos e histoquimicos nesse tecido. Apds exposicdo de exemplares de R. padbergi a
diferentes concentracfes de um solo industrial contaminado com hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (2. 2749.0 mg/Kg) e metais (2. 40355.8 mg/Kg), verificamos que o corpo
gorduroso perivisceral desse animal mostrou-se sensivel a acdo dos contaminantes ambientais
presentes no solo. A perda da integridade da membrana plasmatica, a desorganizacdo
citoplasmatica e a deplecdo de proteinas totais, de polissacarideos neutros, de célcio e de
lipidios podem ser considerados biomarcadores de estresse em R. padbergi.

Palavras-chave: Landfarming, HPAs, metais pesados, histopatologia, ecotoxicologia do solo
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1. Introducéo

Solos industriais podem apresentar concentracdes elevadas de diversos contaminantes
ambientais. Landfarmings de refinarias de petrdleo sdo solos periodicamente contaminados
com residuo oleoso, que contém altas concentragdes de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPASs) e metais (MARIN et al., 2005).

Diplopodos sdo artropodos terrestres de hébito noturno, que vivem em ambientes
umidos, sendo encontrados sob troncos e folhas caidas no solo; alimentam-se de matéria
organica, detritos, frutas e relativa quantidade de matéria mineral. Desempenham importante
papel na dinamica do ecossistema terrestre, participando da aeracdo do solo e favorecendo a
decomposicdo da matéria organica por fungos e bactérias. Além disso, os produtos da
excrecdo de diplépodos, amonia e acido Urico, quando degradados, enriquecem o solo com
nitrato (SCHUBART, 1942, HOPKIN; READ, 1992).

Por fazer parte da fauna edéafica, diplopodos sdo expostos continuamente a
contaminantes presentes no solo. Algumas espécies tém sido utilizadas com sucesso na
avaliacdo ecotoxicoldgica desses compostos (TRIEBSKORN et al., 1991). Atualmente, a
sensibilidade da espécie Rhinocricus padbergi a contaminantes ambientais tem sido
investigada e resultados positivos tém sido encontrados (GODOY; FONTANETTI, 2009,
NOGAROL; FONTANETTI, 2010).

Um dos mais interessantes endpoints subletais aplicados em espécies de diplopodos € a
analise histologica e ultra-estrutural de tecidos alvo, principalmente o intestino médio
(TRIEBSKORN et al., 1991; KOHLER; TRIEBSKORN, 1998, GODOY; FONTANETTI,
2009, NOGAROL; FONTANETTI, 2010).

As caracteristicas do corpo gorduroso de diplopodos também o qualificam para ser
utilizado em estudos ecotoxicoldgicos. Esse 6rgdo é composto por um tecido difuso, que
preenche a cavidade corpdrea; apresenta intensa atividade metabodlica, estando relacionado
com o armazenamento de lipidios, glicogénio, proteinas e é&cido drico, bem como o
armazenamento, neutralizacdo e excrecdo de substancias que ndo séo Uteis para o animal
(HUBERT, 1979, HOPKIN; READ, 1992; FONTANETTI et al., 2006). Porém, poucos
estudos foram conduzidos até 0 momento com esse enfoque (SOUZA, 2009).

Em diplopodos diferenciamos duas porcdes de corpo gorduroso: o parietal e o

perivisceral, distintos principalmente por sua localizagdo. O corpo gorduroso parietal
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encontra-se firmemente aderido ao tegumento do animal, enquanto que o corpo gorduroso
perivisceral envolve véarios 6rgaos, como o trato digestério e as gbnadas (FONTANETTI et
al., 2004).

Assim como em insetos, os principais tipos celulares que constituem o corpo gorduroso
dos diplépodos sdo os adipdcitos e os endcitos (CAMARGO-MATHIAS; FONTANETTI,
1999; 2000). Os adipocitos apresentam-se dispostos em cordbes. Sdo células grandes,
apresentam limites bem definidos e nucleos esféricos localizados em diferentes posi¢fes. O
citoplasma possui grande quantidade de granulos esféricos, organizados em camadas
concéntricas. De acordo com Fontanetti et al. (2006), nessas estruturas ocorre o
armazenamento de substancias que serdo posteriormente excretadas.

Os endcitos aparecem distribuidos entre os adipécitos. Sdo células menores, com
morfologia que varia de arredondada a eliptica. Possuem citoplasma repleto de granulos de
diferentes composicdes. Apresentam grande capacidade de absorver substancias da hemolinfa
por meio de invaginacdes presentes na membrana plasmatica. Além disso, parecem estar
envolvidos na sintese e armazenamento de proteinas (CAMARGO-MATHIAS;
FONTANETTI, 1999; 2000; FONTANETTI et al., 2004).

Os objetivos do presente trabalho foram: (a) confirmar a sensibilidade de R. padbergi
para a avaliacdo de solo contaminado com uma mistura complexa de metais e HPAS; (b)
investigar se o corpo gorduroso perivisceral dessa espécie pode ser utilizado como 6rgéo alvo
em estudos ecotoxicologicos; (c) identificar nesse tecido, alteracbes histologicas e
histoquimicas que possam ser utilizadas como biomarcadores de exposi¢cdo a solos

contaminados.
2. Material e Métodos

2.1. Solos

O solo avaliado nesse estudo é proveniente do landfarming de uma refinaria de
petréleo que entrou em operacdo em 1988 para tratamento e disposi¢do de residuos oleosos
gerados durante o processo de refino. Em junho de 2007, foi desativado. O landfarming era
composto por um conjunto de oito células; cada uma possuia uma area de 5.000 m? com

capacidade para tratar cerca de 100 m* de borra oleosa por més (area total = 40.000 m? e
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capacidade total de 800 m® de borra oleosa por més). Nove meses depois da desativacao,
cerca de 10 Kg de solo de landfarming foi coletado.

Solo coletado na Universidade Estadual Paulista, UNESP, campus de Rio Claro,
proveniente do mesmo local de captura dos diplopodos, foi utilizado como solo controle (SC).

Ap0s a coleta, os solos foram mantidos a 4°C, até o inicio dos experimentos.

2.2. Andlise quimica dos solos

A concentracdo de metais (Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn) presentes no
landfarming e no solo controle, foi determinada de acordo com o método USEPA 6010B. A
analise de hidrocarbonetos totais de petroleo (TPHs) e de HPAs foi realizada segundo o0s
métodos USEPA — SW 846 - 015B e USEPA 8100, respectivamente. Todas as analises foram
realizadas pelo Laboratério S&o Lucas — Analises Ambientais, Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil.

2.3. Biensaio com R. padbergi

Exemplares adultos de R. padbergi foram coletados manualmente no campus da
Universidade Estadual Paulista, UNESP, Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil. Apds a coleta, 0s
espécimens foram aclimatados em laboratério por duas semanas, em aquario contendo
substrato de terra, tubérculos e troncos de arvore em processo de decomposicdo, provenientes
das mesmas areas de captura. A temperatura da sala foi controlada, 21+2 °C, assim como o

fotoperiodo, 12 horas claro/12 horas escuro.

Apos o periodo de aclimatacdo, 4 aquarios (20 cm de largura x 25 cm de comprimento
X 45 cm de altura) foram preenchidos com diferentes concentracdes de solo de landfarming
(100%: 5 Kg de landfarming; 70%: 1.5 Kg de solo controle + 3.5 Kg de landfarming; 50%:
2.5 Kg de solo controle + 2.5 Kg de landfarming e 30%: 3.5 Kg de solo controle + 1.5 Kg de
landfarming). Um quinto aquério foi preenchido com 5 Kg de solo controle.

Vinte diplépodos foram colocados em cada aquario. No decorrer do experimento, 6
animais por bioensaio foram dissecados para a realizacdo das técnicas histologicas e

histoquimicas. Os diplépodos restantes (14) foram monitorados por 90 dias.

2.5. Histologia e histoquimica
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Apos sete e 21 dias de exposicdo, trés diplépodos por bioensaio foram anestesiados
com éter etilico ou cloroférmio e dissecados com auxilio de estereomicroscépio em placas de
Petri contendo solucdo fisioldégica. O corpo gorduroso perivisceral foi removido e
posteriormente fixado em paraformaldeido a 4%, Carnoy (&lcool absoluto, cloférmio e acido
acetico) e formol célcio. A seguir, o material foi desidratado em solugdes de etanol a 70, 80,
90 e 95% e embebido em resina (JB-4 — Polaron Instruments/BIO RAD), durante 24 horas em
geladeira. Posteriormente, o material foi transferido para moldes plasticos contendo resina de
inclusdo. Depois de polimerizados, sec¢des de 6 um de espessura foram obtidas com o auxilio
de Microtomo Leica RM2245.

Para andlise histologica, as sec¢Ges foram coradas com Hematoxilina e Eosina. A
analise histoquimica foi realizada para a detec¢do de proteinas totais - técnica do azul de
bromofenol (PEARSE, 1985), polissacarideos neutros - técnica do PAS (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983), célcio — técnica de von Kossa (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) e
lipideos - técnica do sudan black B (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).

3. Resultados

3.1. Andlise quimica dos solos

No landfarming, a concentracdo de TPHs foi 448.7 vezes maior do que no solo
controle, indicando contaminagdo desse solo com residuos de petroleo. O landfarming
apresentou 2749 mg/Kg de HPAs. Desse total, 16% mostrou-se composto por HPAs de 2
anéis aromaticos (naftaleno), 26.22% por HPAs de 3 anéis aromaticos (acenaftileno,
acenafteno, fluoreno, fenantreno e antraceno), 19.35% por HPAs de 4 anéis aromaticos
(fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno e criseno), 33.46% por HPAs de 5 anéis aromaticos
(benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno e dibenzo[a, h]perileno) e 4.87%
por HPAs de 6 anéis aromaticos (benzo[g, h, i]perileno e indeno[1, 2, 3 —c, d]pireno). No
landfarming, os valores obtidos para HPAs estdo acima do estabelecido, de acordo com os
Valores Orientadores para Solos e Aguas Subterraneas do Estado de So Paulo (CETESB,
2005) (Tabela 1).

O solo controle apresentou concentracdes abaixo do limite de deteccdo para os 16
HPAs analisados, cujos valores estdo de acordo com os valores estabelecidos pela CETESB
(2005) (Tabela 1).
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A concentracdo de metais pesados também foi consideravelmente maior no solo de
landfarming. A concentracdo do Ni foi 24.29 vezes maior no landfarming do que no solo
controle. Altos niveis de Pb também foram detectados no landfarming (9.03 vezes maior do
que no controle). As concentracfes do Ba, Zn, Cu, Cr e Fe também foram maiores no
landfarming. J& a concentracdo do Mn foi mais elevada no solo controle (1.6 vezes) em
relacdo ao landfarming. Em ambos os solos avaliados, os niveis de Cd ndo ultrapassaram o
limite de detecc¢do (<0.07 mg/Kg) para o método analitico utilizado (Tabela 1).

No solo de landfarming os valores obtidos para o Ba, Cr, Cu, Ni e Pb mostraram-se
acima dos Valores de Qualidade e de Prevencéo, de acordo com a CETESB (2005). A
concentracdo do Zn mostrou-se acima do Valor de Prevencao (Tabela 1).

No solo controle, apenas o valor obtido para o Cr (82 mg/Kg) mostrou-se acima dos
Valores de Referéncia de Qualidade (40 mg/Kg) e do Valor de Prevencdo (75 mg/Kg), de
acordo com a CETESB (2005) (Tabela 1).

3.2. Bioensaios com R. padbergi

No decorrer de todo o experimento, apenas trés diplépodos, pertencentes ao grupo
controle, morreram.

Até o 21° dia, nove mortes foram registradas entre os diplopodos que permaneceram
no landfarming 100%. Nesse mesmo periodo, apenas dois dos diplépodos expostos ao
landfarming 70% morreram. Nenhuma morte foi registrada nas demais concentragoes.

Do 21° ao 60° dia de exposicdo, quatro dos diplépodos expostos ao landfarming 100%
vieram a Obito. Sete animais morreram no landfarming 70% e 50% e quatro diplopodos
morreram no landfarming 30%. Os diplopodos restantes morreram do 60° ao 90° dia de

experimento (Tabela 2).

3.2.1. Histologia e histoquimica

3.2.1.2. Animais do grupo controle

A histologia do corpo gorduroso perivisceral dos animais pertencentes ao grupo
controle mostrou-se como a descrita previamente para R. padbergi (FONTANETTI et al.,
2004). Desse modo, os adipocitos apresentaram-se como células volumosas dispostas em
corddo, com morfologia irregular. O citoplasma dessas células mostrou-se heterogéneo,

preenchido por granulos, alguns dispostos em camadas concéntricas (setas nas Figuras 1A,
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B). Muitas células apresentaram espagos vazios em seu citoplasma (cabeca de seta na Figura
1A), comumente observados neste tecido (FONTANETTI et al.,, 2004). Esses espagos
correspondem, provavelmente, a granulos que foram retirados durante a microtomia. O nucleo
dos adipdcitos mostrou-se esférico, localizado em diferentes posi¢des. Grande nimero de
traqueiolas foi observado por entre os adipécitos (Figuras 1A, B); alguns hemacitos também
foram observados (Figura 1A). Por entre os adipocitos foram observados células menores, 0s
endcitos, cujo citoplasma apresentou-se repleto de granulos (Figura 1A).

As analises histoquimicas revelaram que os adipécitos apresentaram grande
quantidade de proteinas totais (Figura 1B) e moderada quantidade de polissacarideos neutros
(Figura 1C). Também foi observada grande quantidade de calcio distribuido como granulos
no citoplasma (setas nas Figuras 1D, E). Lipidios foram encontrados irregularmente
distribuidos no citoplasma (setas nas Figuras 1F, G).

A porcdo central dos granulos citoplasmaticos apresentou pequena quantidade de
proteinas totais (seta na Figura 1B), reagiu de moderada a fortemente positiva para a detec¢do
de polissacarideos neutros (setas na Figura 1C), e reagiu negativamente a deteccdo de calcio
(cabecas de seta no detalhe da Figura 1E) e a detec¢do de lipideo (cabecas de seta na Figura
1F).

Os enocitos apresentaram grande quantidade de proteinas totais (detalhe na Figura
1B), quantidade de moderada a positiva para a deteccdo de polissacarideos neutros (Figura
1C) e reagiram negativamente a detec¢do de célcio (Figura 1D) e moderadamente a detec¢do
de lipidio (Figura 1G).

Os dados histoquimicos estéo listados na Tabela 3.

3.2.1.3. Animais expostos por sete e 21 dias em diferentes concentragdes de solo de
landfarming
Todas as concentracbes de solo de landfarming promoveram alteracdes
histoldgicas e histoquimicas no corpo gorduroso perivisceral de R. padbergi. De maneira
geral, a severidade dessas alteragbes foi diretamente proporcional & concentracdo de
landfarming em que os animais foram expostos e ao tempo de exposi¢éo (Tabela 4).
A membrana plasmatica dos adipdcitos apresentou morfologia irregular, com

perda do limite celular. O conteddo citoplasmatico dessas células mostrou-se ausente (Figuras
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2A-D). Foi observado aumento do numero de endcitos e dos granulos presentes no
citoplasma dessas células (Figuras 2A-D).

A analise histoquimica revelou que os adipdcitos apresentaram deplecdo de
polissacarideos neutros (Figuras 3A), de proteinas totais (Figura 3B), de célcio (Figura 3C) e
de lipidios (Figura 3D) (Tabela 4).

Os endcitos ndo apresentaram alteracdes histoquimicas quando comparados ao grupo

controle.

4. Discussao

Apesar de o solo controle ter apresentado maior quantidade de Mn, em comparagao
com o solo de landfarming, e a concentracdo de Cr estar acima dos limites estabelecidos pela
CETESB, nenhum dano histolégico foi observado nos diplépodos expostos, assim como
poucos individuos morreram no decorrer do experimento.

O landfarming mostrou-se constituido por uma mistura complexa de contaminantes,
formada por HPAs e metais, que podem ser acumulados em altas concentracdes em tecidos de
invertebrados terrestres, uma vez que as taxas de assimilacdo podem exceder as taxas de
metabolizacdo e eliminacdo. Esses compostos podem alterar as taxas de reproducdo e
atividades enzimaticas (BROWN et al., 2004), assim como a morfologia e fisiologia desses
invertebrados (TRIEBSKORN et al., 1991).

O uso de invertebrados terrestres como bioindicadores € interessante, pois esses
organismos interagem com todas as fracGes de contaminantes, desde os fortemente adsorvidos
nas particulas sélidas até os disponiveis na fase aquosa (TRIEBSKORN et al., 1991,
HEIKENS et al., 2001). Dentre a fauna terrestre, os efeitos deletérios de HPAs e metais tém
sido, em sua maioria, estudados em espécies de minhocas (BROWN et al., 2004, EOM et al.,
2007), colémbolas (EOM et al., 2007; PAWERT et al., 1996) e isopodos (KOHLER et al.,
1996). Devido o aumento das fontes de contaminacdo do ecossistema terrestre, estudos com
outros bioindicadores tornam-se importantes. Nesse contexto, diplépodos tém-se mostrado
bioindicadores promissores da qualidade do solo (TRIEBSKORN et al., 1991; KOHLER;
TRIEBSKORN, 1998; GODOY; FONTANETTI, 2009; NOGAROL; FONTANETTI, 2010).
No presente trabalho, os efeitos biologicos observados em R. padbergi podem ser resultado de

interagdes sinergisticas ou antagonistas de HPAS e metais.
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Estudos prévios revelaram a presenca de alteragdes morfologicas no intestino médio
de R. padbergi, ap6s exposicdo ao mesmo solo avaliado no presente estudo (SOUZA,
FONTANETT]I, submetido). Em diplopodos, geralmente, o epitélio intestinal funciona como
uma barreira a passagem de contaminantes, do limen para outros tecidos do corpo (HOPKIN
et al., 1985). Contudo, no presente trabalho, essa barreira ndo apresentou total eficiéncia, visto
que as analises histoldgicas e histoquimicas revelaram que o corpo gorduroso perivisceral de
R. padbergi também foi afetado pelos contaminantes presentes no solo.

A perda da integridade da membrana plasmatica, associada com a desorganizacdo
citoplasmatica, sdo sinais de que a célula esta perdendo suas funcdes vitais. Estimulos
patoldgicos, como hipertermia, privacdo de nutrientes, estresse oxidativo, sobregarca
intracelular de Ca**, hipdxia ou altas concentracdes de substancias téxicas, geram uma falha
catastréfica no metabolismo desencadeando o processo necrético. Durante a necrose 0S
eventos ndo seguem necessariamente uma ordem, ocorrendo a perda da integridade da
membrana plasmatica, disfuncdo de organelas intracelulares e perda da homeostase i6nica
(Na*, K*, CI*, Ca”") intracelular. Isso gera o aumento no volume total da célula e de suas
organelas, seguindo-se a dissolucdo das membranas e ruptura celular, com liberacdo de seus
subprodutos, estimulando um processo de inflamacdo (MELLO; CASTILHO, 2007).

A biotransformacdo de compostos toxicos também requer o consumo de reservas
energéticas, muitas vezes destinada a outros processos vitais do organismo (KOHLER et al.,
1996; ANSALDO et al., 2006). Como resposta a exposi¢do a metais, Ansaldo et al. (2006)
relataram a deplecdo de glicogénio em diversos 6rgaos do gastropode Biomphalaria glabrata,
Kohler et al. (1996) reportaram a diminuicdo da quantidade de lipidios no hepatopancreas do
isdpodo Porcellio scaber e Triebskorn e Kohler (1996) relataram a deplecdo de lipidios e
glicogénio no hepatopancreas do molusco Deroceras reticulatum. Os resultados
histoquimicos reportados no presente trabalho indicaram que o corpo gorduroso perivisceral
pode ter servido como fonte de reservas energéticas para a destoxificagdo de compostos
toxicos presentes no solo, processo previamente observado no intestino médio de R. padbergi
(SOUZA; FONTANETTI, submetido).

N&o foi possivel quantificar os endcitos devido a caracteristica difusa do tecido.
Contudo, a analise do corpo gorduroso perivisceral indicou um aumento na presenca de
enocitos e de seus granulos citoplasmaticos, nos animais expostos ao landfarming. Aspectos

morfoldgicos indicam que os endcitos possuem grande capacidade de absorver substancias da



Resultados 201

hemolinfa. Analises ultraestruturais indicaram que essas células estdo principalmente
envolvidas no metabolismo de proteinas (CAMARGO-MATHIAS; FONTANETTI, 1999,
2000; FONTANETTI et al., 2004). Apesar de ndo haver relatos do envolvimento dessas
celulas em processos de destoxificagdo de compostos toxicos, os resultados do presente
trabalho poderiam indicar tal relacéo.

Apesar do consumo de reservas energéticas, visando o restabelecimento da integridade
do organismo, a acdo direta dos contaminantes presentes no landfarming, promoveu a morte

de todos os exemplares de R. padbergi antes dos 90 dias de exposicao.

5. Conclusoes

Assim como outras espécies de Diplopoda, R. padbergi revelou-se um bioindicador
adequado para estudos ecotdxicoldgicos. O corpo gorduroso perivisceral desse animal pode
ser utilizado como o6rgdo alvo. A perda da integridade da membrana plasmatica, a
desorganizacao citoplasmatica e a deplecdo de reservas energéticas podem ser considerados
biomarcadores de estresse nesse animal.

Alerta-se ainda que o solo industrial avaliado no presente estudo apresenta perigo do

ponto de vista ecotoxicologico.
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Resultados

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo controle e do landfarming
Parametro Controle Landfarming Resolucdo CETESB (2005)
VRQ VP VIR VI
TPH (mg/Kg 31.90 14313.58 NA ND ND ND
HPA (mg/Kg)
Naftaleno <0.023 60 90
Acenaftileno <0.027 ND ND
Acenafteno <0.013 ND ND
Fluoreno <0.027 ND ND
Fenantreno <0.034 : 40 95
Antraceno <0.037 \[D)
Fluoranteno <0.010 ND ND
Pireno <0.026 ND ND
Benzo[a]antraceno <0.022 20 65
Criseno <0.010 : ND ND
Benzo[b]fluoranteno <0.017 ND ND

Benzo[k]fluoranteno <0.028 ND ND
Benzol[a]pireno <0.014 15 35
Dibenzo[a, h]perileno <0.013 ND ND
Benzolg, h, i]perileno <0.030 ND ND
Indeno[1, 2, 3 —c, d]pireno  <0.018 25

Metais (mg/Kg)
Ba
Cd
Cr
Cu
Fe
Mn
Ni
Pb
1000 2000
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TPHs: Hidrocarbonetos totais de petrdleos

HPAs: Hidrocarbonetos policiclicos aromatico

Resolugdo CETESB (2005): VRQ: Valor de Referéncia de Qualidade; VP: Valor de
Prevencdo; VIR: Valor de Intervencdo Residencial; VII: Valor de Intervencdo Industrial.
Valores expressos em mg/Kg de solo

NA: ndo aplicavel para substancias organicas

ND: ndo determinado
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Tabela 2. Numero de diplopodos mortos apos exposi¢do a diferentes concentracGes de solo de landfarming

Bioensaios Mortalidade

Até 7 dias Do7 ao?21 Do?21 a0 60 dia Do 60 ao 90
dia

Solo controle 0
Landfarming 100% 3
Landfarming 70% 0
Landfarming 50% 0
Landfarming 30% 14 0

0 4 10

N: Nuamero total de diplépodos por bioensaio, excluindo os animais que foram dissecados nas andlises

histoldgicas e histoquimicas (6)
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Tabela 3. Analise histoquimica do corpo gorduroso perivisceral de exemplares de R.

padbergi expostos ao solo controle

Analise histoquimica

Proteinas totais
7 dias
PARGIET

Polissacarideos neutros

7 dias
ANEN
Célcio
7 dias
PANEN
Lipidios
7 dias
21 dias

Corpo gorduroso perivisceral

Adipdcitos  Endcitos

++

++/+++ ++/+++

+++ ++

Granulos citoplasmaticos

+ +H+ + +

+ +H+ + +

+++reacdo fortemente positiva;

fracamente positiva; -reacdo negativa

++reacdo moderadamente

positiva; +reacao

208
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Tabela 4. Alteracbes histoldgicas no corpo gorduroso perivisceral de exemplares de R. padbergi, apds
exposicéo a solo de landfarming
Efeitos Bioensaios
Solo Landfarming  Landfarming Landfarming Landfarming
controle  100% 70% 50% 30%
Membrana plasmatica com
morfologia irregular
7 dias
21 dias
Auséncia do conteudo
citoplasmatico
7 dias
21 dias

Aumento de granulos

citoplasmaticos nos endcitos
7 dias

21 dias - +++ + + ++ + ++

+++alteracdo presente regularmente em grandes areas do corpo gorduroso; ++alteracdo observada frequentemente;

+alteracdo raramente observada; -auséncia de alteracéo
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Tabela 5. Efeitos do solo de landfarming na histoquimica dos adipdcitos do corpo gorduroso perivisceral de R.
padbergi

Efeitos Bioensaios

‘Landfarming Landfarming Landfarming Landfarming

100% 70% 50% 30%
Proteinas totais
7 dias
21 dias
Polissacarideos neutros
7 dias
21 dias
Calcio
7 dias
AN ES
Lipidios
7 dias

21 dias - - + +

+++reacdo fortemente positiva;, ++reacdo moderadamente positiva; +reacdo fracamente positiva; -

reacdo negativa
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LEGENDAS

Figura 1. Secc¢des histologicas do corpo gorduroso perivisceral de R. padbergi, submetidas as
técnicas de coloracdo por hematoxilina/eosina (HE) (A), azul de bromofenol (B), PAS (C),
von Kossa (E, F) e sudan black B (F, G).

Espécimens expostos ao solo controle por 7 e 21 dias.

Setas em A=granulos citoplasmaticos dispostos em camadas concéntricas; cabeca de seta em
A=espacos vazios correspondentes a granulos citoplasmaticos retirados durante microtomia;
seta em B=porcdo central do granulo citoplasméatico fracamente corado pelo azul de
bromofenol; setas em C=granulos citoplasmaticos com reacdo positiva para polissacarideos
neutros; setas em D e E=célcio; cabecas de seta em detalhe da figura E=granulo
citoplasmatico com reacdo negativa para calcio; setas em F e G=lipidio, cabecas de seta em F
e G=granulos citoplasméaticos com reacdo negativa para a deteccao de lipidios.

a=adipdcito; e=endcito; h=hemdcito; n=nulcleo; tr=traqueiola.

Figura 2. Seccdes histoldgicas do corpo gorduroso perivisceral de R. padbergi, coradas por
HE.

Espécimen exposto a landfarming 30% por 7 dias (A). Espécimen exposto a landfarming 50%
por 7 dias (B). Espécimen exposto a landfarming 50% por 21 dias (C). Espécimen exposto a
landfarming 100% por 21 dias (D).

A-D. Membrana plasmética dos adip6citos com morfologia irregular e contetdo
citoplasméatico ausente. B-D. Aumento do numero de endcitos e de seus granulos
citoplasmaticos.

a=adipdcito; e=endcito; h=hemacito; n=nucleo; tr=traqueiola.

Figura 3. Secc¢oes histologicas do corpo gorduroso perivisceral de R. padbergi, submetidas as
técnicas de PAS (A), azul de bromofenol (B), von Kossa (C) e sudan black B (D).

Especimen exposto a landfarming 50% por 7 dias (A). Espécimen exposto a landfarming
100% por 7 dias (B). Espécimen exposto a landfarming 30% por 21 dias (C). Espécimen
exposto a landfarming 70% por 21 dias (D).

A. Deplecéo de polissacarideos neutros. B. Diminui¢cdo da quantidade de proteinas totais. C.

Deplecdo de célcio. D. Deplecao de lipidios.
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a=adipdcito; e=endcito; tr=traqueiola.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A associacao de residuos atende a concepcdo moderna de manejo ambiental que
apresenta como base a reciclagem e reutilizagdo dos mesmos.

O ensaio respirométrico de Bartha & Pramer e a anélise de TPHs mostraram que
a biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo em solo de landfarming pode ser
estimulada quando residuos agroindustriais contendo nutrientes, bem como compostos
gue promovam a aeracdo e a descompactacdo do solo, sdo adicionados.

A casca de arroz, empregada nesse estudo como agente descompactante,
aumenta o fluxo de oxigénio no solo e contém microrganismos decompositores de
celulose, que apresentam também, capacidade para degradar hidrocarbonetos de
petrdleo. Os resultados do presente trabalho mostraram que esse material pode
constituir uma alternativa economicamente viavel para a biorremediacdo de residuos
derivados da industria do petréleo, descartados no solo.

Quando a casca de arroz foi utilizada juntamente com a vinhaca, que atuou como
corretora de umidade e aditivo organico, uma notavel reducdo da concentracdo de TPHs
do solo de landfarming foi observada.

Ao contrario, a vinhaga, quando utilizada in natura, ndo foi capaz de estimular o
metabolismo microbiano, vistos que a taxa de deplecdo de TPHs ndo foi significativa
nas amostras de landfarming tratadas com esse efluente agroindustrial.

O potencial genotdxico e mutagénico do solo landfarming foi avaliado por meio
do teste de anormalidades mitéticas e cromossémicas em A. cepa.

No decorrer desse estudo, aderéncias, pontes e quebras cromossdmicas foram os
principais tipos de anormalidades observadas em A. cepa. A inducdo dessas
anormalidades apresenta certa correlacdo, uma vez que a presenca de aderéncia pode
induzir a formacéo de pontes e de quebras cromossomicas. Desse modo, o landfarming

foi caracterizado como clastogénico para A. cepa.
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A atividade mutagénica do landfarming foi evidenciada pela indugéo
significativa de micronucleos e brotos nucleares.

Nas amostras avaliadas nesse estudo, anormalidades relacionadas com o mau
funcionamento do fuso mitotico foram raramente observadas.

Os efeitos dos residuos associados também foram monitorados por meio de
testes citogenéticos em A. cepa.

A casca de arroz promoveu um descrécimo da atividade genotoxica e
mutagénica do solo de landfarming. Desse modo, os dados obtidos com A. cepa
reforcaram a vialibilidade do uso da casca de arroz na biorremediagdo de solos
contaminados com hidrocarbonetos de petréleo.

Apesar da casca de arroz associada com a vinhaca ter também diminuido a
genotoxicidade e a mutagenicidade do landfarming, uma das amostras avaliadas foi
citotoxica para A. cepa.

Os dados obtidos com A. cepa mostraram que a vinhaca potencializou a
clastogenicidade do landfarming de refinaria de petréleo. Nossos resultados sdo
relevantes por mostrar a importancia do uso de ensaios bioldgicos para o
monitoramento dos efeitos da adi¢do da vinhaca in natura em solos contendo residuos
organicos a serem biorremediados. Também, nossos dados alertam para o0 uso desse
efluente em solos agricolas juntamente com misturas ambientais complexas, como o
lodo de esgoto.

As andlises realizadas em laboratério mostraram que A. cepa constitui um
excelente organismo para avaliacdo do potencial genotoxico e mutagénico de misturas
ambientais complexas. Também, conclui-se que o teste de anormalidades mitoticas e
cromossdmicas com essa espécie vegetal pode ser rotineiramente requerido, por
agéncias regulatorias, para avaliar a destoxificacdo de contaminantes organicos
dispostos no solo.

Apesar de sua importancia ecoldgica, o uso de diplépodos como bioindicadores
da qualidade de solos ainda é relativamente escasso, em comparagcdo com outros
invertebrados terrestres saprofagos.

Desse modo, outro objetivo desse trabalho foi investigar a viabilidade do uso do
diplépodo Rhinocricus padbergi como organismo-teste na avaliagdo de um solo de
landfarming de refinaria de petréleo desativado.

Essa espécie foi escolhida por ser abundante, facilmente mantida em laboratério e

por possuir anatomias externa e interna bem descritas na literatura, incluindo o trato
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digestdério e o corpo gorduroso. Assim, analises histologicas e histoquimicas foram
realizadas no intestino médio, por ser a por¢do do trato digestério onde a digestdo
ocorre, € no corpo gorduroso perivisceral, que apresenta intensa atividade metabdlica.
Esses dois oOrgdos possuem também um importante papel nos processos de
destoxificacdo e excrecao de xenobidticos.

Conjuntamente, as respostas obtidas no intestino médio representam mecanismos
de defesa dos animais expostos, numa tentativa de neutralizar e/ou eliminar os residuos
toxicos ingeridos.

Primeiramente, foi observado o aumento de granulos citoplasmaticos presentes
nas células da camada de corpo gorduroso constituinte da parede do intestino médio.
Nesses granulos, toxinas sdao acumuladas em formas insollveis, metabolicamente
inativas, para a posterior excre¢do. Porém, como essa estratégia funciona até um limite
maximo de concentracdo de toxinas presentes no organismo dos animais, danos
histolégicos foram induzidos.

Foram observadas regides do epitélio intestinal em processo de renovacgdo
tecidual, uma resposta fisiolégica do organismo que permite a remocdo de tecidos
alterados, visando a manutencdo das funcdes do drgdo. O aumento da renovacao
epitelial indicou que as células danificadas estavam sendo eliminadas no lumen do
intestino.

A grande quantidade de hemdcitos observada por entre as células da camada de
corpo gorduroso foi relacionada com o desencadeamento de processos inflamatorios,
visando a destruicdo de toxinas e a reabsorcdo do epitélio injuriado.

No presente trabalho, o epitélio intestinal ndo conseguiu conter a passagem de
contaminantes, do limen para outros tecidos do corpo, visto que as analises histologicas
e histoquimicas revelaram que o corpo gorduroso perivisceral de R. padbergi também
foi afetado pelos contaminantes presentes no landfarming.

Os adipdcitos apresentaram sintomas de morte celular. Devido o aumento da
presenca de endcitos e de seus granulos citoplasméticos inferimos que essas células
podem estar envolvidas com processos de destoxificacdo de compostos toxicos.

A diminuicdo das quantidades de proteinas, lipidios, polissacarideos neutros e de
calcio no corpo gorduroso perivisceral de R. padbergi pode ter servido como fonte de
reservas energéticas para a ativacdo de processos de destoxificacdo e de mecanismos de

defesa contra os contaminantes presentes no solo de landfarming.
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No campo, a ativagdo desses processos, visando a sobrevivéncia dos animais,
pode prejudicar outras atividades vitais, afetando negativamente a decomposicdo da
matéria organica e, consequentemente, 0 ecossistema como um todo.

Apos os testes realizados em laboratorio, concluiu-se que o diplopodo R.
padbergi pode ser utilizado como bioindicador da qualidade de solos. Ensaios
ecotoxicoldgicos realizados com essa espécie podem revelar o grau de poluicdo do solo
e fornecer subsidios para o desenvolvimento de programas voltados a preservacdo desse
ecossistema.

As alteragBes observadas no intestino médio e no corpo gorduroso perivisceral de
R. padbergi podem ser utilizadas como biomarcadores subletais na avaliacdo de solos
contaminados com misturas complexas, como o solo de landfarming utilizado.

Os resultados do presente trabalho alertam que landfarmings de refinaria de
petroleo, mesmo desativados, apresentam perigo do ponto de vista ecotoxicoldgico e
estratégias que visam acelerar a biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo no solo
sdo bem vistas do ponto vista ambiental, desde que ensaios bioldgicos, juntamente com

analises quimicas, sejam realizados para monitorar o progresso da biorremediag&o.
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9. CONCLUSOES

A partir do trabalho apresentado, concluimos que:

e A casca de arroz acelerou a biodegradacdo de hidrocarbonetos de
petroleo e reduziu a genotoxicidade e a mutagenicidade do solo landfarming;

e A vinhaca ndo alterou de modo significativo a concentracdo de TPHs do
solo de landfarming e aumentou sua clastogenicidade;

e A casca de arroz associada com a vinhaga reduziu a concentracdo de
THPs do solo de landfarming, bem como sua genotoxicidade e mutagenicidade;

e A espécie A. cepa pode ser utilizada para avaliar a qualidade de solos e
para monitorar o progresso da biorremediacdo de contaminantes organicos no meio
terrestre;

e A espécie R. padbergi mostrou-se sensivel para avaliar a qualidade de
solos e pode ser utilizada para monitorar o progresso da biorremediacdo de
contaminantes organicos no meio terrestre;

e Tanto o intestino médio quanto o corpo gorduroso perivisceral foram
sensiveis a acdo do landfarming da refinaria de petroleo. Ambos os tecidos
apresentaram respostas tissulares relacionadas com a ativacdo de mecanismos de defesa
e destoxificacdo do organismo;

e As alteracdes observadas no intestino medio de R. padbergi, aumento do
nimero de hemdcitos presentes por entre as células do corpo gorduroso, aumento de
regides do epitélio em processo de renovacdo e aumento de granulos citoplasméticos
nas células do corpo gorduroso, podem ser utilizadas como biomarcadores subletais na
avaliacdo de solos contaminados com misturas complexas, como o solo de landfarming
utilizado

e No corpo gorduroso perivisceral, a perda da integridade da membrana

plasmatica, a desorganizacdo citoplasmatica e a deplecdo de proteinas totais, de
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polissacarideos neutros, de célcio e de lipidios podem ser considerados biomarcadores
de estresse em R. padbergi;

e Landfarmings de refinaria de petréleo, mesmo desativados, apresentam
perigo do ponto de vista ecotoxicolégico e estratégias que visam acelerar a
biodegradacdo de hidrocarbonetos de petroleo presentes na borra oleosa sdo bem vistas
do ponto vista ambiental.
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