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Embora a problemática ambiental estudada pela Ecotoxicologia nos 
remeta a uma viagem no tempo que coincide com o início da estrutura-
ção da sociedade em cidades, a Ecotoxicologia como ciência ganhou 
força somente a partir da década de 1970. Por outro lado, a subárea 
destinada ao estudo dos problemas decorrentes da contaminação no 
compartimento terrestre (Ecotoxicologia Terrestre) começou a escrever 
seus primeiros capítulos somente da década de 1990 e se intensificou 
no Brasil somente nos primeiros anos do novo milênio.

Pelo fato de o solo ter estreita relação com o homem, a partir de ativi-
dades agrícolas, mineração ou uso em espaços urbanos, os estudos 
ecotoxicológicos com organismos edáficos têm chamado atenção de 
órgãos de regulação ambiental como alternativa de estimar os impac-
tos reais de atividades potencialmente poluidoras sobre os organismos 
do solo e, por conseguinte, nos processos ecológicos envolvidos com 
esta biota.

Dentre essa biota, os oligoquetas - minhocas e enquitreídeos- possuem 
posição de destaque e tem sido comumente utilizados como organis-
mos sentinela representativos desta comunidade edáfica. Embora te-
nhamos um número razoável de normas e protocolos publicados por 
diferentes agências padronizadoras para estimar os efeitos de poluen-
tes sobre estes organismos, existe uma carência notável em obras que 
se aprofundem neste tema além de fornecer uma receita detalhada de 
como conduzir os ensaios de ecotoxicidade.

Neste sentido, sem sombra de dúvidas, esta obra é um marco que 
congrega discussões sobre o uso de oligoquetas como modelos para 
investigação de Ecotoxicologia Terrestre e dá a amplitude das inquieta-
ções e rumos que esta área da ciência deve tomar nos próximos anos.

Como pesquisador na área de Ecotoxicologia Terrestre, me sinto orgu-
lhoso em ver, nesta obra, os frutos dos trabalhos realizados no Brasil 
neste tema. A expectativa é que este livro dará não somente orienta-
ções para os pesquisadores que atuam na área, como também servirá 
de guia para as gerações futuras de ecotoxicologistas terrestres.

Flavio Manoel Rodrigues da Silva Júnior
Presidente da Sociedade Brasileira de Ecotoxicologia
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A proteção dos ecossistemas pode, muitas vezes, entrar em conflito 
com a necessidade de se assegurar a produção de alimentos, fibras, 
energia e outros produtos essenciais à sobrevivência da sociedade no 
mundo atual. No entanto, a ciência gera conhecimentos que podem ser 
aplicados a fim de que essa proteção ocorra concomitantemente ao 
uso e manejo dos ecossistemas. Os estudos ecotoxicológicos auxiliam 
a sociedade a usufruir dos recursos naturais de forma racional. Estes 
estudos podem indicar, por exemplo, a dose ambientalmente segura 
de qualquer composto, químico ou mesmo de origem biológica, utiliza-
do no controle de pragas e doenças. Por outro lado, também podem 
indicar o quanto um determinado compartimento do ecossistema pode 
estar comprometido em áreas com suspeita de contaminação. Os es-
tudos ecotoxicológicos também podem auxiliar no monitoramento da 
qualidade do solo, da água e do ar. A preocupação com a proteção 
da qualidade da água é mais antiga, mas estudos em ecotoxicologia 
terrestre tem ganhado força no Brasil devido à crescente conscienti-
zação sobre a necessidade de se usar os recursos naturais de forma 
sustentável. 

O compartimento solo é de suma importância para a produção agro-
pecuária, a silvicultura, a mineração e outras atividades industriais e 
urbanas. Muito do que é utilizado pelo homem nessas atividades de-
posita-se no solo direta ou indiretamente, de forma voluntária ou não, 
antes mesmo de atingir o ecossistema aquático. O solo é o habitat de 
um quarto da biodiversidade mundial e estes seres vivos, muitas vezes 
invisíveis ou ignorados pelo homem, são provedores de importantes 
serviços ecossistêmicos. Entre os habitantes do solo mais conhecidos 
mundialmente estão as minhocas, por simbolizarem a fertilidade e a 
vida no solo. A subclasse Oligochaeta, o grupo taxonômico ao qual 
pertencem as minhocas, apresenta tamanhos corporais que variam 
desde animais quase microscópicos, como os enquitreídeos, até os 
gigantes, como os minhocuçus. Esses invertebrados do solo são tam-
bém sensíveis a alterações no seu habitat e têm sido utilizados como 
organismos-teste e indicadores da qualidade do solo mundialmente.

Vários grupos de pesquisa no Brasil, especialmente de universidades 
e institutos de pesquisa, preocupados com a qualidade do solo e a 
manutenção de sua funcionalidade ecossistêmica, iniciaram estudos 
de avaliação da contaminação do solo, especialmente a partir do ano 
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2000. Representantes desses grupos se reuniram, pela primeira vez, 
em 2011, no “Workshop Ecotoxicologia com Oligoquetas: Métodos, 
práticas e importância”, em Curitiba, PR. O evento contou com a parti-
cipação de mais de 20 profissionais entre pesquisadores, professores 
e estudantes atuantes na área de ecotoxicologia terrestre, entre bra-
sileiros e estrangeiros, a maioria deles colaboradores do projeto da 
Embrapa “Adaptação de ensaios ecotoxicológicos para avaliação da 
contaminação do solo usando oligoquetas” (2009-2012). Em vista da 
necessidade de alinhamento das metodologias utilizadas em ensaios 
para avaliações ecotoxicológicas no Brasil, o workshop possibilitou o 
compartilhamento de experiências e discussões de problemas em co-
mum e suas soluções, e o início da elaboração do livro Ecotoxicologia 
terrestre: métodos e aplicações dos ensaios com oligoquetas. 

O presente livro é fruto da dedicação conjunta de 25 autores de 19 
instituições brasileiras e duas estrangeiras e foi organizado de forma 
a dar um panorama geral sobre a importância e o porquê da ecotoxi-
cologia terrestre na primeira parte, onde os primeiros três capítulos 
abordam os fundamentos da ecotoxicologia terrestre e da utilização de 
organismos edáficos nos ensaios ecotoxicológicos internacionalmen-
te (capítulo 1), a história e a aplicação de estudos ecotoxicológicos 
utilizando oligoquetas no Brasil, juntamente com o enfoque normativo 
e regulamentador no país (capítulos 2 e 3). A segunda parte do livro 
(capítulos 4 a 18), destina-se aos métodos, onde os ensaios ecotoxi-
cológicos para avaliação do efeito sobre a letalidade, reprodução, fuga 
e bioacumulação em minhocas e enquitreídeos são descritos detalha-
damente, com base em metodologias padronizadas internacionalmen-
te e experiências dos autores com as adaptações necessárias para 
as condições brasileiras, conforme discutidas no workshop. O capítu-
lo 17 é uma contribuição dos colaboradores estrangeiros experientes 
Jörg Römbke (ECT, Alemanha) e José Paulo Sousa (Universidade de 
Coimbra, Portugal), com vistas para avanços tecnológicos, descreven-
do métodos importantes com abordagem de semi-campo e campo ain-
da pouco aplicados no Brasil. 

O livro tem o intuito de oferecer aos leitores da área acadêmica, de 
pesquisa, de prestação de serviços ou de órgãos reguladores, uma 
base conceitual e metodológica de como realizar estudos ecotoxicoló-
gicos com oligoquetas. Esse livro não é um manual completo de ecoto-
xicologia terrestre, pois ainda existem outros organismos já utilizados 
que são tão relevantes ecologicamente quanto as minhocas e enqui-
treídeos, como por exemplo, os colêmbolos, isópodos, ácaros, micro-
organismos e plantas. Também não tem a pretensão de ser a “bíblia” 
da ecotoxicologia com oligoquetas, pois a ciência não para e as neces-



sidades humanas, a exploração de recursos naturais e a conservação 
do meio ambiente evoluem. Sempre haverá necessidade de atualizar, 
aprimorar e reinventar, para que a os métodos ecotoxicológicos sejam 
adequados às novas realidades. 

Esperamos que a nossa contribuição sirva como base para estimular a 
aplicação, desenvolvimento e avanços de metodologias cada vez mais 
eficientes e práticas para a avaliação e monitoramento da qualidade do 
solo, avaliação de risco ambiental e em tomadas de decisão em gestão 
ambiental no país.

Claramente, um trabalho como esse nunca seria possível sem o apoio 
de diversas pessoas e instituições, dentre as quais queremos desta-
car de forma especial a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 
(Embrapa), e particularmente a Embrapa Florestas e Embrapa 
Cerrados, que acolheram a ideia e apoiaram os dois editores desse 
livro, e também financiaram diversos projetos relacionados à ecoto-
xicologia terrestre, incluindo o que gerou esse livro. Também quere-
mos agradecer o apoio do Conselho Nacional de Desenvolvimento 
Científico e Tecnológico (CNPq), que financiou e continua financian-
do diversos projetos de pesquisa e bolsistas que contribuíram para 
a elaboração deste livro, e que proporcionou uma bolsa de PNPD à 
Cintia Niva por cinco anos (2008-2013), que inspirou a produção deste 
livro. Para a realização do workshop em Curitiba, recebeu-se apoio da 
Universidade Positivo, da Fundação Agrisus, da Embrapa, e do CNPq, 
a quem expressamos nossa profunda gratidão. Agradecemos também 
as contribuições, muitas vezes não adequadamente reconhecidas, de 
diversos colegas ao longo dos anos para a pesquisa em ecotoxico-
logia terrestre, como Marcos Garcia (Embrapa Amazonia Ocidental), 
Elizabeth Correia (Embrapa Agrobiologia) (e muitos outros que fariam 
essa lista ficar muito longa); à Angela Melechenko pelo auxílio com o 
capítulo de fuga; à Francisca Rasche (Embrapa Florestas) pela ajuda 
com a bibliografia; à Neide Furukawa (Embrapa Florestas) pelo es-
mero e dedicação na diagramação do livro; ao Wellington Cavalcanti 
(Embrapa Cerrados) pela confecção de ilustrações; ao Fabiano Bastos 
(Embrapa Cerrados) pela composição da capa; e ao Danilo Lourenço 
de Sousa e à Clara Wandenkolck Silva Aragão (ambos do Ibama) pelo 
apoio e esclarecimentos sobre questões de regulamentação ambien-
tal. Finalmente, também agradecemos às nossas famílias pelo apoio 
incondicional ao longo de vários anos, e em particular, durante a reali-
zação desse livro. 

Cintia Carla Niva
George Gardner Brown

Editores Técnicos
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A redução dos impactos ambientais certamente apresenta-se como um dos 
maiores desafios a serem enfrentados no século 21. A preocupação com a con-
taminação ambiental aumentou significativamente nos últimos anos em vir-
tude da grande quantidade de substâncias tóxicas que vem sendo lançadas no 
ambiente (Lima, 2010).

De acordo com Guimarães (2009) e Schirmer (2010) o crescimento popula-
cional favorece inevitavelmente a expansão da cadeia produtiva em função do 
maior consumo de produtos agrícolas e industrializados, elevando considera-
velmente a quantidade de resíduos produzidos pelo homem. Esse aumento vem 
ocasionando diversos problemas, por sua inserção nos diferentes ecossistemas 
e com consequentes efeitos indesejados sobre os organismos vivos, inclusive o 
ser humano (Lima et al., 2007). 

A degradação do solo pela intervenção antrópica é preocupante e a necessidade 
de sua proteção, assim como da biodiversidade de organismos nele inseridas 
têm tornado o foco principal de políticas ambientais no mundo todo (Nunes, 
2010). Segundo Odum e Barrett (2008), para cada metro quadrado da super-
fície terrestre, estão disponíveis nos escoadouros, reguladores e recicladores 
em torno de mil metros cúbicos de atmosfera, quase 10 mil metros cúbicos de 
oceano e grandes volumes de vegetação permanente. O que não quer dizer que 
estes compartimentos (atmosfera, recursos hídricos, solo e vegetação) devam 
ser utilizados para descarte ou degradados para depois serem tomadas medidas 
de recuperação.

Nesse contexto, novas pesquisas vêm sendo desenvolvidas com o intuito de 
buscar ferramentas que possibilitem avaliar a qualidade do ambiente, ante-
cipar o desenvolvimento de situações que possam conduzir a contaminações 
ambientais danosas à saúde humana e aos ecossistemas, minimizando assim os 
impactos advindos da intervenção antrópica e do manejo inadequado do solo 
para produção de alimentos.

Segundo Barros et al. (2010) o interesse pela avaliação da qualidade do solo 
vem crescendo com a consciência de que se trata de um componente extrema-
mente importante da biosfera, não só relacionado à produção de alimentos, 
mas também sustentação da qualidade ambiental.

1
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A qualidade do solo pode ser definida como a capacidade de funcionamento 
do solo dentro do ecossistema para sustentar a produtividade biológica, manter 
a qualidade ambiental e promover a saúde vegetal e animal (Doran; Parkin, 
1994), para que o solo possa providenciar os serviços do ecossistema de uma 
forma sustentável e continuada. O conhecimento sobre a qualidade do solo 
é muito importante para o entendimento dos processos que ocorrem nele, e 
também na água e no ar, sendo os atributos edáficos determinantes na elabo-
ração de estratégias de manejo e recuperação de áreas degradadas.

Brussaard et al. (2007) relatam que os indicadores biológicos tendem a ser 
mais sensíveis e, portanto, respondem de maneira mais rápida quando compa-
rados aos parâmetros físicos e químicos, dessa forma, tem sido utilizados com 
maior freqüência para indicar a qualidade do solo. O uso de parâmetros bio-
lógicos é fundamental no monitoramento de impactos positivos e negativos, 
como no caso de descarte de resíduos industriais e agrícolas no solo (Peixoto; 
Rosado, 2008). Como muitos representantes da fauna edáfica apresentam alta 
diversidade e rápida capacidade de reprodução, são excelentes bioindicadores 
e sua estrutura ou funções indicam e determinam a qualidade ou o nível de 
degradação do solo (Knoepp et al., 2000). Por estes motivos, as comunidades 
de organismos edáficos podem ser utilizadas para avaliar a qualidade do solo, 
particularmente da função de habitat do solo (Römbke; Breure, 2005).

O uso de ensaios ecotoxicológicos constitui uma importante ferramenta na 
avaliação de como substâncias lançadas no ecossistema podem afetar dife-
rentes organismos e populações, fornecendo subsídios para avaliar a qualidade 
de corpos receptores e proteger adequadamente a qualidade ambiental.

1.1 Fundamentos da ecotoxicologia

A ecotoxicologia terrestre consiste na obtenção de dados para as matrizes con-
taminadas (exemplo: solos) através da realização de ensaios em laboratório e/
ou in situ, usando espécies padrões ou autóctones e a caracterização do risco 
derivado dessa contaminação (Van Straalen, 2002; Weeks et al., 2004; Jensen; 
Mesman, 2006; André et al., 2009). Nesta perspectiva, dois tipos de avaliações 
que implicam em duas estratégias distintas em termos de ensaios podem ser 
realizadas (Filser et al., 2008):

1. Avaliação prospectiva, que implica a estimativa a priori do risco poten-
cial de substâncias químicas (exemplo: matrizes poluentes, lodos e rejeitos, 
entre outros) nos organismos. Neste caso os ensaios são realizados com 
solo artificial (SAT) ou natural que são contaminados em laboratório utili-
zando várias concentrações.

2. Avaliação retrospectiva, que implica na avaliação do risco potencial de 
solos naturais já contaminados, quando comparados com locais ou solos 
de referência não contaminados, como forma de programar medidas de 
gerenciamento para remediação desses locais. Neste caso, os ensaios são 
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realizados com o solo suspeito de contaminação e esta avaliação pode ser 
complementada com uma avaliação ecológica mais detalhada em campo.

Segundo Niemeyer et al. (2007) os ensaios de ecotoxicidade incorporam a inte-
ração entre os contaminantes e as propriedades do solo e os efeitos resultantes 
da mistura destes contaminantes e, ainda, o efeito da biodisponibilidade, permi-
tindo a avaliação ecologicamente relevante dos efeitos derivados da exposição. 
Sendo assim, tais estudos auxiliam o estabelecimento de limites permissíveis 
de diversas substâncias químicas e a avaliação dos impactos de poluentes para 
organismos do solo e aos corpos receptores (Römbke et al., 2006).

As atividades antrópicas inserem diversas substâncias xenobióticas nos ecos-
sistemas, sejam elas: agrotóxicos, fertilizantes agrícolas, metais, derivados de 
petróleo e outros subprodutos oriundos de processos industriais. Grandes par-
celas desses compostos atingem o meio ambiente via aplicação ou descarga 
direta ou, ainda, de maneira indireta por volatilização, percolação e dispersão, 
expondo e comprometendo a saúde dos organismos ali presentes, assim como 
do próprio ambiente (Andréa, 2010).

O solo quando contaminado é normalmente caracterizado pela presença de 
uma mistura complexa de agentes químicos e muitas das atividades humanas 
causam ou agravam esse problema ambiental (Haimi, 2000). Atualmente, a 
contaminação é considerada um dos principais problemas ambientais, podendo 
apresentar uma alta variedade de fontes de contaminação. Associada a esta 
constatação, verifica-se a inexistência de mecanismos de monitoramento/
gerenciamento que façam um diagnóstico preciso e confiável dessa contami-
nação, bem como a previsão de impactos que alterem a sustentabilidade do 
ambiente (Silveira et al., 2009).

Uma vez identificada a complexidade da contaminação torna-se necessário 
desenvolver medidas para proceder à caracterização e avaliação dos riscos. O 
monitoramento contínuo de solo e de águas subterrâneas e superficiais deve 
ser realizado a fim de garantir que os impactos ambientais sejam minimizados.

Nesse sentido, a ecotoxicologia tem evoluído como ciência e se destacado 
como uma importante ferramenta na avaliação de risco ambiental. Seu obje-
tivo é a proteção dos ecossistemas frente aos impactos provocados por subs-
tâncias tóxicas, uma vez que os estudos ecotoxicológicos avaliam as condi-
ções ambientais e monitoram suas tendências ao longo do tempo, predizem 
os efeitos dos agentes tóxicos e orientam a seleção de práticas de remediação 
(ISO, 2001).

De acordo com Lombardi (2004) e Magalhães e Ferrão-Filho (2008), estes 
ensaios permitem avaliar a contaminação ambiental e o resultado de seus 
efeitos sinérgicos e antagônicos das diversas fontes poluidoras, tais como: 
efluentes agrícolas, industriais e domésticos, sedimentos, medicamentos, agro-
tóxicos, lodos de esgotos, resíduos e rejeitos da mineração, resíduos da indús-
tria de papel e celulose, de cervejaria, dejetos de animais, poluentes orgânicos, 
hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, metais, entre outros. Sendo assim, os 
estudos ecotoxicológicos representam um instrumento para obtenção de dados 
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qualitativos e quantitativos sobre os efeitos adversos de químicos e outros 
tóxicos aos organismos, permitindo avaliar o nível de impacto a que um dado 
ambiente está submetido (Rosa, 2008) e monitorar o sucesso da recuperação de 
solos contaminados (Fountain; Hopkin, 2005).

Segundo Sisinno et al. (2006), os efeitos da toxicidade das substâncias aos 
componentes vivos de um ecossistema são verificados por meio dos ensaios 
ecotoxicológicos. Os ensaios de ecotoxicidade têm como intuito determinar a 
relação dose-efeito e/ou dose-resposta, ou seja, a relação da concentração de 
uma ou mais substâncias em um determinado meio e seus efeitos nos orga-
nismos vivos (Lima, 2009).

Os ensaios de toxicidade podem ser classificados de acordo com o tempo de 
exposição (ecotoxicidade aguda ou crônica), o modo de ação (mortalidade, 
crescimento ou reprodução) ou o efeito de resposta (letal ou subletal) (Kapanen; 
Itaväara, 2001). Os ensaios são realizados expondo-se os organismos-teste 
a um solo contaminado, objetivando-se avaliar o efeito da contaminação na 
sobrevivência, crescimento, reprodução, mudanças comportamentais, dentre 
outros fatores. Estes ensaios podem ajudar a verificar se as concentrações de 
contaminantes em um determinado meio são altas o suficiente para causar 
efeitos adversos em organismos (Lima, 2009). Além disso, fornecem medidas 
diretas da biodisponibilidade dos poluentes ou agentes tóxicos, podendo auxi-
liar no estabelecimento das ligações entre a contaminação local e os efeitos 
ecológicos adversos (Linfhurst et al., 1995).

Ensaios de ecotoxicidade aguda ou crônica são designados para determinar a 
curto ou longo prazo respectivamente, os efeitos da exposição aos contami-
nantes, tendo uma grande variedade, incluindo crescimento, letalidade e repro-
dução. Ensaios de ecotoxicidade aguda avaliam respostas rápidas dadas pelo 
organismo e representam alterações ocorridas imediatamente após a aplicação 
da substância no ambiente, além de avaliar a letalidade ou a imobilidade dos 
organismos-teste, sendo que tais efeitos se manifestam, em geral, num período 
de 0 a 96 horas. Já nos ensaios de efeito crônico, o efeito da exposição con-
tínua ao agente tóxico presente no ambiente em doses subletais durante um 
longo período de tempo é avaliado sobre os organismos-teste, observando-se 
mudanças no metabolismo, morfológicas, crescimento, reprodução, mutações 
genéticas e até mesmo morte dos organismos-teste. De acordo com Magalhães 
e Ferrão-Filho (2008) esses ensaios podem ter um período de duração de um 
ciclo da vida até a totalidade da vida dos indivíduos. De maneira geral, são 
observados efeitos subletais que permitem a sobrevivência, mas afetam uma 
ou mais funções biológicas, como inibição do crescimento, reprodução e alte-
rações morfológicas.

Para avaliar a toxicidade de químicos ou de solo contaminado vários ensaios 
ecotoxicológicos têm sido propostos. No entanto, no presente capitulo, serão 
abordados apenas os ensaios de crescimento, comportamento, letalidade e 
reprodução. 
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1.2.2 Crescimento

A taxa de crescimento dos invertebrados pode ser um parâmetro mensurável 
útil em ensaios ecotoxicológicos e para alguns organismos pode ser um parâ-
metro mais estável do que a reprodução (Folker-Hansen et al., 1996). A taxa de 
alimentação dos isópodos da espécie Porcellio scaber Latreille, 1804 e Oniscus 
asellus Linnæus, 1758 é um parâmetro cuja mensuração é relativamente rápida 
e está diretamente relacionada à taxa de crescimento, a qual também tem sido 
utilizada em ensaios ecotoxicológicos (Drobne, 1997). Em oligoquetas, altera-
ções na biomassa também são avaliadas durante os ensaios de ecotoxicidade 
crônica (reprodução) de minhocas como parâmetro ecotoxicológico.

1.2.3 Reprodução

O ensaio de reprodução consiste na exposição dos indivíduos a solos conta-
minados e solo controle, durante todo o período de reprodução (diferente para 
cada espécie), ao final do qual, o número de indivíduos que são gerados nesse 
período é contabilizado (Lima, 2009). O ensaio de reprodução demanda maior 
tempo até o seu final, entretanto, a reprodução e sobrevivência são as duas 
principais forças por trás das mudanças demográficas da população, sendo uma 
estimação confiável dos efeitos dos poluentes e geralmente essencial para pro-
jeções dos efeitos ao nível da população.

1.2.4 Comportamento ou fuga

A habilidade dos organismos em detectar e evitar solos contaminados indica 
um estresse potencial do solo (Hund-Rinke; Wiechering, 2001). O ensaio de 
fuga (avoidance test) nada mais é do que a exposição simultânea dos orga-
nismos a um solo contaminado e um solo referência (não contaminado) lado 
a lado onde se realiza a contagem dos indivíduos que estão em cada solo após 

1.2 Ensaios ecotoxicológicos

1.2.1 Letalidade

Os ensaios para avaliação de letalidade (ensaios de ecotoxicidade aguda) são 
conduzidos com exposição dos organismos-teste a solos com a presença de con-
taminante e ao solo-referência, os quais, após período de tempo determinado 
para cada espécie, são quantificados os sobreviventes em cada situação de con-
taminação. O tempo demandado para esses ensaios é comparativamente menor 
do que os ensaios de ecotoxicidade crônica. No entanto, devido à sua baixa 
sensibilidade, estes ensaios não são tão requeridos em diversas áreas, princi-
palmente no registro de produtos veterinários na União Européia (Vich, 2004).
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Figura 1.1. Exemplos de organismos de solo utilizados em ensaios ecotoxicológicos. A) 
colêmbolos F. candida com ovos; B) diferentes estágios de vida do ácaro Hypoaspis aculeifer 
(Canestrini, 1884); C) coleópteros estafilinídeos Aleochara bilineata Gyllenhal, 1810 
(Coleoptera); D) isópodo Porcellio sp.; E) diplópode Trigoniulus corallinus (Gervais, 1847); F) 
enquitreídeos E. albidus.

um período de tempo pré-definido, geralmente dois dias. Determina-se, dessa 
forma, se os organismos evitaram, rejeitaram ou fugiram de um dos dois tipos 
de solo. Além disso, a sensibilidade desse ensaio, a relação dose-resposta e 
rapidez, fazem deste ensaio uma ferramenta para a avaliação inicial (fase de 
varredura) de locais contaminados (Natal-Da-Luz et al., 2004; Niemeyer et al., 
2010).

Conforme Yeardley Junior et al. (1996), Slimak (1997), Hund-Rinke e 
Wiechering (2001), Garcia et al. (2008) e Brown e Dominguez (2010) ensaios 
de fuga baseados na resposta comportamental de minhocas têm sido propostos 
como uma alternativa rápida para avaliação de solos contaminados, inclusive 
em baixas concentrações do produto. No entanto, é importante destacar que 
algumas espécies demonstraram não possuir um comportamento sensível a 
algumas substâncias químicas como, por exemplo, o enquitreídeo Enchytraeus 
albidus Henley, 1837 (Amorim et al., 2008). 

1.3 Organismos edáficos usados em ensaios 
ecotoxicológicos

A abundância e diversidade dos organismos edáficos são parâmetros ampla-
mente usados para avaliar o impacto ambiental de uma variedade de poluentes 
do solo. Esses grupos podem ser expostos aos contaminantes por contato e/
ou por ingestão direta de partículas e água do solo (Sheppard; Evenden, 1994; 
Fountain; Hopkin, 2005) em uma bateria de ensaios que examinam parâmetros 
de vida, bioacumulação e/ou comportamento (Fountain; Hopkin, 2005). 

Para avaliação de solos, as minhocas Eisenia andrei Bouché, 1972, e E. fetida 
Savigny, 1826, enquitreídeos dos gêneros Enchytraeus e Cognettia (Römbke, 
2003) e os colêmbolos Folsomia candida Willem, 1902 (Figura 1.1) têm sido 
os grupos mais utilizados por causa de sua fácil adaptação em laboratório e 
tempo de geração relativamente curto em salas com temperatura controlada 
(Fountain; Hopkin, 2005). Porém, existem vários outros organismos que 
podem ser utilizados, tais como: plantas, microrganismos, nematóides, ácaros 
Oribatida e Gamasida (Figura 1.1B), coleópteros Staphylinidae (Figura 1.1C), 
isópodos (Figura 1.D), milípedes (Figura 1.1E) e centopéias (Van Straalen; 
Van Gestel, 1993; Van Gestel; Van Straalen, 1994; Løkke; Van Gestel, 1998; 
Cortet et al., 1999). Vantagens e desvantagens de ensaios com invertebrados 
padronizados e não padronizados são discutidos no capítulo de livro publicado 
por Alves e Cardoso (2016) e em Alves et al. (2017).
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1.3.2 Isopoda

A ocorrência de espécies de isópodes (Figura 1.1D) e o número de indiví-
duos têm sido usados como indicadores da qualidade de paisagens naturais e 
antropizadas (Correia et al., 2008), e a ausência local de suas populações pode 
indicar que a contaminação atingiu níveis críticos (Quadros, 2010). Devido à 
sua capacidade de tolerar níveis altos de metais (Hassall et al., 2005; Quadros, 
2010), esse grupo tem sido amplamente utilizado como modelo para estudos 
de ecotoxicologia e bioacumulação, mostrando-se um organismo chave para o 
monitoramento ambiental (Hassall et al., 2005).

1.3.1 Collembola

Os colêmbolos (Figura 1.1A) são pequenos artrópodes, ápteros, encontrados 
em todo o mundo (Bellinger et al., 2010). Esse grupo tem sido considerado e 
usado como importante bioindicador da qualidade dos solos por responder as 
diversas modificações que ocorrem no ambiente, podendo ser alterações quí-
micas, como o pH (Baretta et al., 2008), alterações na estrutura e microclima 
(Pflug; Wolters, 2001), modificando a freqüência e a diversidade de espécies 
de acordo com a quantidade e qualidade de serapilheira disponível (Chagnon 
et al., 2000; Baretta et al., 2008).

A espécie F. candida (Figura 1.1A) é familiar entre os ecotoxicologistas para 
avaliar a toxicidade de novas substâncias químicas antes de serem liberadas 
no mercado (Hopkin, 2002), em função do papel funcional que os mesmos 
desempenham no solo. Todavia, outras espécies podem ser utilizadas nos 
ensaios como: F. fimetaria (Linæus, 1758), Isotoma viridis Bourlet, 1839, 
Onychiurus armatus (Tullberg, 1869), Proisotoma minuta (Tullberg, 1861) 
(Buch et al., 2016), Protaphorura quadriocellata Gisin, 1947, Orchesella 
cincta (Linæus, 1758) e Tullbergia granulata Mills, 1934 (Kapanen; Itävaara, 
2001). Assim, a utilização de ensaios de reprodução e de fuga com colêmbolos 
é uma prática muito utilizada, devido à sensibilidade e facilidade de criação 
desta espécie em laboratório (Riepert, 1995).

A espécie F. candida tem sido utilizada em ensaios de fuga para avaliação de 
solos contaminados e de matrizes contaminadas (Natal-da-Luz et al., 2004, 
2009; Niemeyer et al., 2010), usando as diretrizes estabelecidas pela pela ISO 
11267 (ISO, 1999a) para os testes de letalidade e reprodução e a ISO 11268-2 
(ISO, 1998) para testes de fuga. Detalhes sobre a metodologia dos ensaios com 
colêmbolos e as adaptações para o clima tropical podem ser encontrados no 
livro de Oliveira Filho et al. (2018). 

Os ensaios com oligoquetas (minhocas e enquitreídeos - Figura 1.1F) serão 
detalhados na segunda parte desse livro (capítulos 4 a 16). Assim, este capí-
tulo foca, de uma forma breve, apenas os ensaios com outros grupos de orga-
nismos.
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1.3.3 Acari

Ácaros oribatideos compreendem centenas de espécies, porém poucas têm sido 
usadas em experimentos de laboratório, destacando-se os ensaios realizados 
com Platynothrus peltifer (Koch, 1839) (Van Gestel; Doornekamp, 1998) e a 
espécie tropical Archegozetes longisetosus Aoki, 1965 (Seniczak; Seniczak, 
2002). Os parâmetros estudados são letalidade, reprodução e produção de ovos, 
porém o ensaio é trabalhoso e demorado, cerca de 9-12 semanas. A espécie P. 
peltifer demonstra ser resistente em relação à letalidade contra metais, como 
cádmio, cobre e chumbo, mas muito sensível em relação à produção de ovos 
(Van Gestel; Van Straalen, 1994; Van Gestel; Doornekamp, 1998). O ensaio 
com o ácaro predador H. aculeifer é descrito por Alves; Cardoso (2016) e suas 
vatagens e desvantagens discutidas. Um ensaio com a espécie boreal Oppia 
nitens Koch, 1836 também foi desenvolvido no Canadá (Princz, 2010).

1.3.4 Diplopoda

Diplopoda é outro grupo importante de invertebrados do solo (Fig 1.1E), 
porém somente alguns ensaios ecotoxicológicos têm sido desenvolvidos, 
destacando-se os ensaios envolvendo espécies como: Brachydesmus superus 
Latzel, 1884, Cylindroiulus britannicus (Verhoeff, 1891) e Glomeris marginata 
(Villers, 1789) (Van Gestel; Van Straalen, 1994; Tajovski, 1998). No Brasil, 
Fontanetti et al. (2012) estudou a espécie Rhinocricus padbergi Verhoeff, 1938 
na avaliação da toxicidade de lodo de esgoto e Buch et al. (2018) avaliaram a 
preferência de T. corallinus a diferentes fontes de alimento em solos contami-
nados com mercúrio.

Grande parte das espécies de isópodes é reproduzida em laboratório, mas 
têm um longo ciclo de vida (1-3 anos), sendo difícil em pouco tempo obter 
um grande número de indivíduos. Algumas espécies são bastante utilizadas 
em ensaios, como P. scaber (Drobne, 1997), O. asellus, Philoscia muscorum 
(Scopoli, 1763) e Trichoniscus pusillus Brandt, 1833 (Van Brummelen et al., 
1996; Van Gestel; Van Straalen, 1994). Entretanto, recentemente, a espécie 
Porcellionides pruinosus (Santos, 2003; Loureiro et al., 2005, 2009; Jänsch et 
al., 2005) e Cubaris murina Brandt, 1833, têm sido usadas nos ensaios ecotoxi-
cológicos em ambiente tropical (Niemeyer et al., 2006: Da Silva-Júnior et al., 
2013). Detalhes sobre a metodologia dos ensaios com isópodes e as adaptações 
para o clima tropical podem ser encontrados no livro de Oliveira Filho et al. 
(2018).
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1.4 Fatores que podem influenciar os ensaios 
ecotoxicológicos

De acordo com Barahora et al. (2005) os resultados dos ensaios de ecotoxi-
cidade podem ser influenciados por diversos fatores bióticos e abióticos. No 
entanto, a utilização de normas ou procedimentos de ensaios padronizados 
minimiza a variabilidade dos resultados elevando sua precisão. Dentre os 
fatores bióticos capazes de influenciar os resultados dos ensaios ecotoxicoló-
gicos com organismos do solo, cabe mencionar aqueles relacionados ao estágio 
de vida, tamanho e idade dos organismos-teste (Lima, 2009). 

Quanto aos fatores abióticos, alguns destes são de fácil controle, como tempe-
ratura (20-25 ± 2 °C, dependendo do organismo-teste), pelo uso de câmaras ou 
salas climatizadas e pH preferencialmente em torno de 6,0 para ensaios com 
solos artificiais, de acordo com a norma ISO específica para cada organismo-
-teste. Outros fatores abióticos, cujas características intrínsecas do solo não se 
pode controlar e que influenciam nos ensaios são matéria orgânica, óxidos de 
ferro, capacidade de troca de cátions e textura, pois influenciam na disponibi-
lidade de nutrientes, metais e pesticidas, dentre outros. As diferenças na eco-
toxicidade de metais podem ser determinadas pelo pH e conteúdo de matéria 
orgânica ou capacidade de troca de cátions (Lock; Janssen, 2001).

Desse modo, torna-se importante conhecer as características pedológicas do 
solo (ver capítulos 6 e 7), pois podem ocasionar algum fator de estresse aos 
organismos, que não aqueles relacionados ao contaminante, confundindo ou 
influenciando a resposta do ensaio. 

De acordo com Natal-da-Luz et al. (2008) as espécies de minhocas mais uti-
lizadas nos ensaios (E. fetida e E. andrei) apresentam uma tendência a evitar 
solos com textura fina e solos com baixo conteúdo de matéria orgânica, podendo 
influenciar na resposta de fuga quando comparado a solos com diferentes pro-
priedades. Chelinho et al. (2011) encontraram maior sensibilidade de E. andrei 
quando submetidas a modificações nas propriedades do solo como pH, matéria 
orgânica, textura - areia grossa, areia fina, silte, argila, N total, capacidade de 
retenção de água e capacidade de troca de cátions.

Chelinho et al. (2011) relataram que a reprodução de enquitreídeos da espécie 
E. crypticus foi sensível a diferentes propriedades do solo, mas não a ponto 
de prejudicar o atendimento dos critérios de validade do ensaio. Contudo, a 
resposta de fuga para enquitreídeos foi altamente variável, sendo encontrados 
efeitos significativos para textura e pH do solo.

A umidade tem influência no suprimento de oxigênio, por exemplo, limi-
tando o suprimento de oxigênio devido à umidade excessiva do solo. Como 
a demanda dos organismos em relação à umidade e suprimento de oxigênio 
diferem, a otimização da umidade depende do organismo. Para ensaios 
com minhocas é mais apropriada uma umidade em torno de 60% da capa-
cidade máxima de retenção de água, pois sua superfície é bastante sensível 
à dessecação. Além disso, as espécies de minhocas padrões (E. andrei, E. 
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1.5 Padronização de ensaios ecotoxicológicos

Em nível internacional, diversas organizações são responsáveis pela padroni-
zação de ensaios ecotoxicológicos. A Organisation for Economic Co-operation 
and Development (OECD) em Paris (França) é responsável pela padronização 
de ensaios voltados para uma avaliação prospectiva, enquanto a International 
Organization for Standardization (ISO) em Genebra (Suíça) composta por 
diversas organizações nacionais de padronização, como a Deutsches Institut 
für Normung (DIN) na Alemanha, Association Française de Normalisation 
(AFNOR) na França e Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) no 
Brasil, que está responsável pela padronização de ensaios vocacionados para 
uma avaliação de risco retrospectiva. Já o Comitê Europeu de Padronização 
(CEN) em Bruxelas, Bélgica, cobre uma área de ensaios específicos para o 
ensaio de toxicidade de resíduos. E ainda, a Environment Canada no Canadá, 
e American Society for Testing and Materials (ASTM) nos United States of 
America (EUA).

De uma forma geral, todos os ensaios ecotoxicológicos que sejam utilizados 
para fins regulamentares, devem ser padronizados. Na prática, esta premissa é 
válida para todos os ensaios laboratoriais. Já nos ensaios de high-tier (ensaios 
de “semi-campo” e campo), devido à sua inerente complexidade (ver capí-
tulo 17), apenas parte dos procedimentos são padronizados. Por exemplo, no 
caso de um monitoramento de fauna em campo, os procedimentos de coleta 
e processamento das amostras deverão ser padronizados, enquanto o nível do 
desenho experimental e apenas algumas indicações deverão ser informatizadas, 
pois este vai depender de caso para caso e do tipo de estudo.

Além dos ensaios para avaliação de efeitos ecotoxicológicos também ensaios 
para a avaliação do comportamento dos contaminantes no ambiente, e ainda, os 
métodos para caracterização de um solo como, por exemplo, pH, textura, entre 
outros, devem ser padronizados quando são utilizados neste contexto regula-
mentar. No entanto, a padronização não faz muito sentido para ensaios que são 
raramente requeridos pelos órgãos ambientais como os ensaios com milípedes. 
De qualquer modo, a decisão de padronizar novos métodos/ensaios depende 
fortemente de requisitos legais.

A padronização é considerada importante nos seguintes contextos:

1. Contexto legal: os resultados dos ensaios deverão ser justificáveis e vali-
dados, pois o tribunal pode decidir se, por exemplo, um agrotóxico pode ser 
aceito para utilização num determinado país ou se um local contaminado 
deverá ser recuperado ou não.

fetida) usadas nos ensaios ecotoxicológicos são adaptadas à alta umidade 
(Eisentraeger et al., 2005).
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2. Contexto econômico: a comparabilidade dos dados obtidos em laboratórios 
diferentes e em momentos diferentes deve ser assegurada de forma a evitar 
a duplicação desnecessária da realização dos ensaios.

3. Contexto científico: as conclusões e extrapolações do laboratório para a 
realidade em campo devem ser baseadas em dados confiáveis.

Na ISO, o Comitê Técnico (TC) 190 é o responsável pela padronização das 
normas para solo. Este comitê possui vários subcomitês (SC), entre os quais 
o SC3 que lida com os métodos biológicos em solo. O trabalho é conduzido 
em quatro grupos de trabalho (WG) que estão organizados da seguinte forma: 
WG 1 = Biodegradação, WG 2 = Fauna do Solo, WG 3 = Flora e WG 4 = 
Microbiologia. Adicionalmente no WG3 do subcomitê SC7 que lida com a pro-
teção do solo, há elementos envolvidos na elaboração de normas sobre desenho 
experimental e avaliação de dados e estratégias de avaliação ecotoxicológica.

A elaboração de uma norma ISO segue um processo formal por etapas:

1. Desenvolvimento e publicação de um novo método ou ensaio, um artigo 
científico, uma tese ou uma diretiva nacional.

2. Preparação (já no formato ISO) como um Projeto de trabalho (WD): dis-
cussão ao nível do WG seguido pelo voto dos países membros do TC ISO 
190.

3. Depois de um voto positivo, aceitação como Novo item de trabalho (NWI): 
os comentários dos diferentes países membros são incorporados pelo líder 
de projeto pertencente ao país proponente.

4. Após a incorporação dos comentários, distribuição do documento pelos 
países membros do TC 190 como Rascunho de Comitê (CD).

5. Após voto positivo dos membros do TC 190, submissão ao gabinete da ISO 
para exame formal e publicação como Rascunho de Norma Internacional 
(DIS).

6. A versão final da norma é a Versão Final de Norma Internacional (F-DIS). 
Todo o processo dura pelo menos cinco anos já que todas as discussões são 
efetuadas apenas uma vez por ano na reunião anual do TC 190.

1.6 Padronização de ensaios ecotoxicológicos com 
oligoquetas (ISO)

Na ISO, o primeiro ensaio com oligoquetas a ser padronizado foi o ensaio de 
ecotoxicidade aguda com minhocas, ISO 11268-1 (ISO, 1993). Este foi prati-
camente uma cópia do ensaio de ecotoxicidade aguda da OECD 207 (OECD, 
1984), e focado na avaliação de efeitos de produtos químicos em solo artifi-
cial. Cinco anos mais tarde outro ensaio com minhocas, o ensaio de ecotoxi-
cidade crônica (reprodução), ISO 11268-2 (ISO, 1998) foi padronizado. Neste 
caso, o método nacional alemão (Biologische Bundesanstalt Für Land Und 
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1.6.1 Padronização do ensaio de reprodução com 
enquitreídeos da ISO

Para explicar como a padronização de um ensaio ecotoxicológico com oligo-
quetas é efetuada na prática, utilizaremos como exemplo o ensaio de repro-
dução com enquitreídeos (Römbke, 2003). Muito embora a primeira utilização 
de enquitreídeos em ensaios ecotoxicológicos de laboratório tenha sido docu-
mentada há mais de 30 anos (Weuffen, 1968), as normas padronizadas com 
espécies do gênero Enchytraeus (E. albidus, E. crypticus) foram publicadas 
muito depois (Römbke; Moser, 2002). Durante esta fase de desenvolvimento, 
estes organismos foram testados não apenas em solo, mas também em água 
(Römbke; Knacker, 1989; Achazi et al., 1995) e ágar (Westheide; Bethge-
Beilfuss, 1991). 

Ensaios utilizando solo como substrato são mais difíceis de se realizar do que 
aqueles que utilizam água ou ágar, mas estes últimos não são úteis para uma 
avaliação de produtos químicos no solo ou para a avaliação da qualidade do 
solo, já que as condições de exposição são muito artificiais. Neste contexto, 
foi desenvolvido um ensaio laboratorial de ecotoxicidade crônica em solo 
para avaliação da letalidade e da reprodução destes organismos. Em relação 
ao desenho experimental (incluindo a utilização de solo artificial) este ensaio 

Forstwirtschaft, 1994b) para ensaios de agrotóxicos foi adotado pela ISO. O 
mesmo procedimento ocorreu no ano seguinte com o ensaio de campo com 
minhocas, ISO 11268-3 (ISO, 1999b), que também é baseado num método 
alemão desenvolvido pela BBA (Biologische Bundesanstalt Für Land Und 
Forstwirtschaft, 1994a). Em paralelo, e devido à necessidade crescente por parte 
da comunidade científica de mais ensaios ecotoxicológicos e também, parcial-
mente acompanhada por um aumento nas exigências legais, a ISO publicou 
mais duas normas: ensaio de reprodução com enquitreídeos, ISO 16387 (ISO, 
2014) atualizada em 2014 e traduzida pela ABNT em 2012 (ABNT, 2012), e o 
ensaio de fuga para minhocas, ISO 17512-1 (ISO, 2008), traduzido pela ABNT 
em  2011 (ABNT, 2011). Ambos os ensaios foram resultantes de projetos cien-
tíficos realizados principalmente na Alemanha e Canadá. 

Todos estes ensaios concentravam-se principalmente na avaliação de substân-
cias químicas isoladas (não misturas), já que a sua aplicação para avaliação 
de solos contaminados apenas se encontra descrita em um anexo da ISO. 
Posteriormente a ISO, em conjunto com a OECD, iniciaram modificações nas 
normas para a aplicação dos testes para avaliação de substâncias em conjunto 
(misturas). A descrição detalhada dos procedimentos dos ensaios é relatada nos 
capítulos da segunda parte desse livro. Num contexto mais generalizado, não 
apenas para avaliação de contaminação, a ISO padronizou vários métodos des-
crevendo os procedimentos de amostragem de organismos do solo em campo. 
Entre estes se encontram os procedimentos de amostragem para minhocas, ISO 
23611-1 (ISO, 2006) e enquitreídeos, ISO 23611-3 (ISO, 2007).
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1.7 Perspectivas

Os seguintes desafios atuais e futuros estão previstos para a ISO:

1. Aumentar o número de ensaios com espécies-teste de regiões tropicais e 
regiões polares, preferencialmente não alterando o desempenho básico dos 
ensaios já padronizados.

2. Promover o desenvolvimento de ensaios ao nível de comunidades para 
serem utilizados em etapas posteriores nos esquemas e avaliação.

3. Dar clara preferência para parâmetros crônicos e aqueles de sensibilidade 
semelhante.

4. Inclusão de parâmetros funcionais, como ensaio com “bait-lamina” para 
medição da atividade alimentar de organismos edáficos.

5. Dar relevância para a elaboração de normas com esquemas elaborados de 
avaliação, como por exemplo, a abordagem tríade.

é muito semelhante aos ensaios de reprodução com minhocas ou colêmbolos 
(ISO 11268-2, 1998; ISO 11267, 1999a), que foram desenvolvidos na mesma 
época. O ensaio, conhecido como ERT (Enchytraeid Reproduction Test), tem 
sido validado e padronizado nacional e internacionalmente (ASTM, 2000; 
ISO, 2014; OECD, 2004).

Até relativamente pouco tempo atrás, a maioria dos estudos eram focados na 
avaliação de toxicidade de substâncias químicas isoladas (sem mistura). No 
entanto, ensaios com enquitreídeos têm sido utilizados na avaliação de solos 
contaminados, ou seja, substratos onde há mistura de substâncias (Achazi et 
al., 1996; Römbke et al., 2000). Para ambas as finalidades, os enquitreídeos 
possuem várias vantagens, já que o mesmo gênero pode ser utilizado em pes-
quisa a diferentes níveis (laboratório, semi-campo e campo; Römbke et al., 
1994; Moser et al., 2004). Adicionalmente, novas metodologias, como ensaios 
de bioacumulação foram desenvolvidos com estes organismos (Bruns et al., 
2001). No entanto, devido ao hábito alimentar saprotrófico dos enquitreídeos, 
seu corpo mole, e por pertencerem à mesofauna edáfica, não cobrem todos os 
cenários potenciais de exposição nem todos os grupos tróficos. Assim, a ava-
liação ecotoxicológica de químicos individuais ou de solos contaminados deve 
ser complementada com uma bateria de ensaios incluindo minhocas, colêm-
bolos e ácaros (Fairbrother et al., 2002).

Um método com um novo organismo teste só é padronizado e se torna norma 
publicada da ISO após estudos detalhados de sua aplicabilidade em situações 
diversas e documentados em publicações e depois de passar pelas etapas des-
critas acima.
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Apesar do crescente reconhecimento da aplicação dos ensaios ecotoxicoló-
gicos como instrumentos de avaliação e controle da contaminação da água 
no Brasil, a utilização desses ensaios para avaliação da contaminação do solo 
ainda é pouco demandada. Entretanto, os ensaios ecotoxicológicos com orga-
nismos vivos podem fornecer informações mais precisas e realísticas sobre 
os efeitos das variáveis ambientais que são capazes de afetar a toxicidade das 
substâncias aos componentes vivos de um ecossistema. Desse modo, apenas 
por meio desses ensaios pode-se indicar uma resposta mais precisa da toxici-
dade dos contaminantes presentes no ambiente e biodisponíveis para os orga-
nismos vivos.

Os ensaios ecotoxicológicos com oligoquetas (mortalidade, reprodução, com-
portamento de fuga e bioacumulação) têm sido utilizados no Brasil principal-
mente no setor acadêmico, mas também podem ter aplicações, por exemplo, no 
setor regulatório de registro de substâncias a serem comercializadas e no setor 
de licenciamento de atividades com potencial de contaminação para avaliação 
da qualidade do solo. Além disso, a aplicação dos ensaios ecotoxicológicos 
com organismos terrestres como ferramenta de avaliação e controle, ainda não 
é realizada com a mesma frequência com que são requisitados os ensaios com 
organismos aquáticos, basicamente, por falta de demanda legal e pouco conhe-
cimento, inclusive, dos técnicos dos órgãos ambientais sobre os dados produ-
zidos e sua interpretação.

Os oligoquetas são organismos pertencentes ao Filo Annelida, Sub-classe 
Oligochaeta. Habitam ambientes terrestres, aquáticos e até marinhos e se 
caracterizam pelo corpo vermiforme, segmentado e com poucas cerdas. São 
hermafroditas e a maioria se reproduz por anfimixia ou partenogênese ou auto-
fertilização, produzindo casulos. Menos comuns são alguns pequenos oligo-
quetas que podem se reproduzir por arquitomia ou paratomia, fragmentando-se 
e regenerando-se. Os representantes terrestres mais conhecidos no mundo são, 
sem dúvida, as minhocas, devido à sua importância na fertilidade do solo e ao 
seu uso como isca de pesca, e por serem facilmente visualizadas a olho nu. Os 

2

2.1 Introdução
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enquitreídeos são pequenos oligoquetas da Família Enchytraeidae, bem menos 
conhecidos que as minhocas, mas de importância também destacável, sendo 
comuns em muitos solos do mundo inteiro e mais estudados na Europa e na 
Ásia. Devido ao seu pequeno tamanho, são visualizados a olho nu com difi cul-
dade. Na Figura 2.1 pode-se observar o contraste de tamanho e pigmentação 
entre uma minhoca e um enquitreídeo. Existem ainda outros oligoquetas como 
os gigantes minhocuçus e os pequenos naidídeos e tubifi cídeos (estes últimos 
geralmente aquáticos), mas atualmente, as minhocas e enquitreídeos têm sido 
os mais utilizados no contexto da ecotoxicologia terrestre.

As minhocas são as preferidas como organismos-teste em ensaios ecotoxico-
lógicos porque são comuns em uma grande variedade de solos, representando 
60% a 80% da biomassa total de animais invertebrados do solo (Fragoso et al., 
1999). Elas também constituem um importante grupo da fauna edáfi ca, cujas 
atividades no solo podem modifi car o seu próprio habitat e criar novos para 
outros organismos, sendo por isso, consideradas engenheiras do ecossistema 
(Lavelle et al., 1997). Entre suas atividades, destacam-se o transporte de solo 
e a formação de galerias que favorecem o aumento da porosidade do solo, e a 
passagem de ar, nutrientes e água. Seus hábitos alimentares de ingestão de solo 
e de digestão de materiais orgânicos contribuem para a sua trituração e degra-
dação, com consequente disponibilização de nutrientes para as plantas e estí-
mulo da atividade microbiana no solo (Brown, 1995; Edwards; Bohlen, 1996; 
Lavelle et al., 1997; Römbke et al., 2005, Brown et al., 2015). Além disso, as 
minhocas possuem quimiorreceptores no prostômio e estruturas sensoriais na 
superfície do corpo, que lhes conferem alta sensibilidade a substâncias quí-
micas presentes no solo (Reinecke et al., 2002; Zirbes et al., 2011). 

Figura 2.1. A minhoca “louca” Amynthas 
gracilis (Kinberg, 1867) (animal maior) e o 
enquitreídeo Fridericia sp. (animal menor), 
ambos coletados em Santa Catarina e fi xados 
em formol. Fridericia sp. é um enquitreídeo 
relativamente grande e de fácil visualização 
mesmo a olho nu (a extremidade anterior dos 
espécimes encontra-se na porção superior da 
fi gura).
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Os enquitreídeos (Figura 2.2) são organismos da mesofauna saprófaga do solo, 
pois contribuem para a segregação e decomposição da matéria orgânica e a 
ciclagem de nutrientes. Eles infl uenciam a estrutura do solo, mas em menor 
escala que as minhocas, devido ao seu tamanho corporal reduzido (de poucos 
milímetros a quatro centímetros de comprimento) em comparação com as 
minhocas (Jänsch et al., 2005a, 2005b; Niva et al., 2010a). São sensíveis a 
substâncias químicas e alterações no ambiente (Jänsch et al., 2005a, 2005b), 
podem ser abundantes em solos onde as minhocas são escassas, e em outros 
casos também podem atingir altas densidades populacionais em solos habitados 
por minhocas (Silva et al., 2006; Beylich; Graefe, 2012). Do ponto de vista 
prático, apenas algumas espécies do gênero Enchytraeus foram cultivadas em 
laboratório até hoje, todas elas apresentando ciclo de vida signifi cativamente 
mais curto que o da minhoca, o que reduz o tempo de duração dos ensaios (por 
exemplo, 28 dias versus 56 dias) (ISO, 1998; Meyer et al., 2002; ABNT, 2012). 
O ensaio com enquitreídeos também gera menos resíduo devido à quantidade 
reduzida de substrato utilizado (por exemplo, 20 g de substrato por replicata 
para enquitreídeos versus 500 g ou mais para a minhocas). Por outro lado, 
devido ao tamanho corporal pequeno, exigem um pouco mais de habilidade e 
cuidado no seu manuseio. 

Os estudos sobre oligoquetas como indicadores ecotoxicológicos ganharam 
impulso com o surgimento da norma da Organisation for Economic 
Co-Operation and Development (OECD) (1984) para o ensaio de mortali-
dade com a minhoca da espécie Eisenia fetida em 1984. Desde então, várias 
revisões sobre o assunto foram publicadas, dentre as quais, Spurgeon et al. 
(2003) descrevem em detalhes a história da evolução do ensaio ecotoxico-
lógico com minhocas, desde sua origem. Andréa (2010) discute sobre o uso 

Figura 2.2. Enchytraeus crypticus adulto e 
juvenil fi xados e corados com Rosa de Benga-
la (plano superior) e in vivo (plano inferior). 
Os espécimes foram fotografados sobre uma 
lâmina e cobertos por uma lamínula para faci-
litar a visualização dos órgãos internos. Setas 
indicam oócitos e asterisco indica conteúdo 
intestinal.
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de minhocas como bioindicadoras da contaminação do solo em estudos de 
laboratório e campo, chamando a atenção para a bioacumulação e uso de bio-
marcadores. Didden e Römbke (2001) descrevem a importância dos enqui-
treídeos como indicadores de estresse químico em ecossistemas terrestres e 
todos os tipos de contaminantes até então estudados com esses organismos. 
Römbke et al. (2005) e Jänsch et al. (2005b) apresentam as vantagens da 
utilização das minhocas e enquitreídeos como indicadores da influência 
antrópica sobre o solo. Alves e Cardoso (2016) também discutem as vanta-
gens e desvantagens e adaptações tropicais em ensaios ecotoxicológicos com 
diversos invertebrados, incluindo os oligoquetas. Em um livro, Cesar et al. 
(2014) apresentam e discutem métodos e estudos de caso na ecotoxicologia 
de solos em relação à contaminação por metais na região tropical com um 
olhar geoquímico ambiental.

O ensaio de letalidade ou ecotoxicidade aguda com minhocas das espécies 
E. fetida ou E. andrei tem sido o mais utilizado no mundo inteiro em avalia-
ções ecotoxicológicas por ter sido o primeiro ensaio a ser padronizado inter-
nacionalmente, e também devido à sua relativa simplicidade (Spurgeon et al., 
2003; Jānsch et al., 2005a; Andréa, 2010). Foi idealizado para ser conduzido 
em laboratório primeiramente em papel de filtro como screening da dose letal e 
depois com solo tratado (OECD, 1984). Alguns exemplos incluem a avaliação 
dos efeitos de agrotóxicos, como fungicidas (Anton et al., 1990; Römbke et 
al., 2007), herbicidas (Stojanović et al., 2007; Domínguez et al., 2016), inseti-
cidas (Kula; Larink, 1997; Kolar et al., 2008; Gomez-Eyles et al., 2009), além 
de metais (Lock; Janssen, 2001; Langdon et al., 2005; Alves et al., 2015a) e 
outros poluentes ambientais (Vampré et al., 2010; Alves et al., 2015b; Cesar et 
al., 2015; Segat et al., 2015). 

A mortalidade é, sem dúvida, um parâmetro fundamental na determinação da 
ecotoxicidade de uma substância química, mas algumas dessas substâncias 
podem não causar esse efeito em curto prazo. Concentrações subletais podem 
comprometer a saúde da biota exposta por períodos de tempo mais longos, 
podendo assim acumular a substância química em seu corpo, transferindo o 
contaminante para os organismos ao longo da cadeia trófica (Andréa, 2010). 
Desse modo, verifica-se que, para determinação da toxicidade potencial de 
uma substância química, também é importante a utilização de ensaios que ava-
liem parâmetros que expressem o efeito de níveis subletais da substância em 
questão, como por exemplo, os ensaios de reprodução e de fuga. Além disso, 
a toxicidade de uma substância química depende também da sua biodisponi-
bilidade que, por sua vez, pode ser influenciada pelas propriedades do subs-
trato na natureza, ou substrato-teste nos ensaios (ver seção 1.4). A presença da 
mistura de diferentes substâncias no solo, o que normalmente ocorre em solos 
antropizados, também é outro fator que pode influenciar a toxicidade sobre 
os oligoquetas e outros organismos e dificultar a interpretação dos resultados 
no caso de estudos com matrizes coletadas de regiões contaminadas. Nesse 
caso, métodos de semi-campo ou campo descritos no capítulo 17 são os mais 
indicados.
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2.2 Ensaios ecotoxicológicos com oligoquetas no 
Brasil

Mundialmente, os ensaios ecotoxicológicos com minhocas usam as espécies 
padrão E. andrei ou E. fetida. Essas espécies não são encontradas em solos tro-
picais agrícolas, nem sobrevivem longo tempo neles, necessitando de matéria 
orgânica fresca para sobreviverem. Assim como ocorreu em outros países, no 
Brasil essas espécies foram adotadas como padrão, apesar de não serem repre-
sentativas da fauna edáfica tropical, e serem encontradas quase exclusivamente 
em atividades de vermicompostagem (Brown et al., 2006; Sisinno et al., 2006; 
Andréa, 2010). 

A utilização de espécies mais representativas de solos brasileiros ou de regiões 
tropicais e subtropicais ainda é matéria de estudos, mas poderá contribuir na 
geração de resultados mais realistas do impacto de contaminantes no ambiente 
edáfico. As espécies ideais seriam as nativas de clima tropical ou subtropical, 
preferencialmente aquelas com ampla distribuição nos solos brasileiros, que 
ingerem grande quantidade de solo, que estejam presentes nos ambientes onde 
os contaminantes são ou foram utilizados, e que possam ser criadas e mantidas 
sob cultivo (especialmente em laboratório), ou coletadas facilmente no campo 
(ver capítulos 4, 5 e 6). 

Buch et al. (2011, 2013) descrevem a falta e a necessidade de estudos com 
espécies nativas do Brasil e Brown e Domínguez (2010) destacam que um dos 
grandes desafios para o desenvolvimento dos ensaios ecotoxicológicos com 
oligoquetas ainda é a falta de conhecimento sobre a biologia e a ecologia das 
espécies nativas da América Latina. Talvez por isso, existam poucos dados de 
ensaios ecotoxicológicos realizados com outras espécies de minhocas de clima 
tropical e subtropical (Buch, 2013).

Entre as espécies usadas até o momento e que podem ser encontradas no Brasil 
estão: Amynthas gracilis, Metaphire californica (Kinberg, 1867), Pontoscolex 
corethrurus (Müller, 1857), Perionyx excavatus (Perrier, 1872), Eudrilus 
eugeniae (Kinberg, 1867), e Dichogaster annae (Horst, 1881) (Brown; James, 
2007). Contudo, considerando-se a presença e a facilidade de obtenção no 
país, pode-se recomendar apenas as espécies A. gracilis, P. excavatus, E. 
eugeniae e P. corethrurus (ver seções 4.2 a 4.5). As duas primeiras são de 
origem asiática e a terceira de origem africana, sendo todas, portanto, exó-
ticas no Brasil. A última espécie, apesar de ser originária da região adjacente 
às Guianas (Righi, 1984), no Brasil em regiões fora da Amazônia, deve ser 
considerada peregrina e exótica. A. gracilis e P. corethrurus são comumente 
encontradas no país em ecossistemas perturbados (agrícolas, urbanos e flo-
restais) (Brown et al., 2006), e podem ser criadas e mantidas em cativeiro 
(Buch et al., 2011; Chang, 1997; James; Guimarães, 2010; Pashanasi, 2007; 
ver seções 4.4 e 4.5). Além disso, são espécies geófagas, que ingerem solo 
durante sua alimentação, ficando, assim, mais expostas à contaminação do 
solo; o que pode representar a possibilidade de contaminação de toda a cadeia 
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trófica por meio desses organismos que se alimentam do substrato contami-
nado. Por outro lado, P. excavatus e E. eugeniae possuem hábito epigêico, 
similar às espécies adotadas como padrão internacional, e podem ser criadas 
em cativeiro e disponibilizadas em quantidades necessárias para ensaios eco-
toxicológicos (ver seções 4.2 e 4.3). Elas são frequentemente encontradas em 
minhocários comerciais no país. 

As normas OECD 220 (OECD, 2004b),  OECD 317 (OECD, 2010) e NBR/
ISO 16387 (ABNT, 2012), recomendam a espécie Enchytraeus albidus como 
organismo-teste para os ensaios de letalidade, reprodução e bioacumulação 
com enquitreídeos. A ocorrência dessa espécie na América do Sul só foi 
registrada até hoje em habitats litorâneos perto da Antártida. Entretanto, essa 
espécie tem sido a mais utilizada por ser amplamente distribuída no mundo 
e ocorrer em vários habitats, ser de fácil manuseio devido ao tamanho maior 
(pode chegar a 4 cm), ter sensibilidade comprovada a vários tipos de contami-
nantes em solo artificial e natural, e também porque o ensaio de reprodução 
com essa espécie foi validado após um trabalho interlaboratorial internacional 
(Römbke; Moser, 2002; ver seção 1.6.1). No entanto, devido ao ciclo de vida 
mais curto (E. crypticus 30 dias e E. albidus 56 dias) e capacidade reprodutiva 
maior (Westheide; Graefe, 1992; ABNT, 2012), a utilização de E. crypticus 
em ensaios ecotoxicológicos de laboratório tem aumentado significativamente 
(Posthuma et al., 1997; Achazi et al., 1999; Kuperman et al., 2004;  Chelinho 
et al., 2011, Castro-Ferreira et al., 2012 entre outros). Porém, um dos aspectos 
negativos de E. crypticus é o fato de sua ocorrência no campo não ser conhe-
cida e, portanto, suas exigências ecológicas (Römbke, 2003). Outras espécies 
com potencial de sensibilidade e que têm sido utilizadas em ensaios ecotoxi-
cológicos são Enchytraeus luxuriosus Schmelz & Collado, 1999 (Bruns et al., 
2001; Amorim et al., 2005; Kuperman et al., 2006), Enchytraeus buchholzi 
Vejdovski, 1879 (Willuhn et al., 1996) e E. coronatus Nielsen & Christensen, 
1959 (Arrate et al., 2002). 

No Brasil e em toda a América do Sul a inexistência de registros de ocorrência 
de E. albidus ou E. crypticus em solo talvez se deva ao fato da diversidade 
conhecida de enquitreídeos ainda ser restrita a poucas regiões (Römbke, 2007; 
Schmelz et al., 2013). Algumas espécies do gênero Enchytraeus, gênero reco-
mendado pela norma NBR/ISO 16387 (ABNT, 2012) foram encontradas no 
Brasil e têm sido criadas em laboratório (Niva et al., 2010c). Aspectos da 
biologia e adequabilidade dessas espécies a ensaios ecotoxicológicos ainda 
estão sendo estudados (Niva et al., 2010b). Até o momento, considerando-se 
a tolerância térmica (Dirven-Van Breemen et al., 1994), E. crypticus parece 
ser a espécie mais indicada para ensaios na região tropical e subtropical (ver 
seção 4.6), já que ela tem melhor desempenho sob temperaturas mais altas 
(25 °C a 30 °C) quando comparada a E. albidus (15 °C a 20 °C). Além disso, 
estudos com E. crypticus demonstraram desempenho reprodutivo melhor do 
que o de E. albidus em solos mais secos (35% - 55% versus 55% - 65% de 
umidade) (Dirven-Van Breemen et al., 1994). E. crypticus também tem maior 
tolerância à acidez, sobrevivendo em condições de pH de 4 a 8,2 e E. albidus 
tem uma faixa menor, isto é, pH > 5 a 7,4 (Dirven-Van Breemen et al., 1994; 
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Kuperman et al., 2006; Amorim et al., 2005). E. crypticus também se mostrou 
mais tolerante do que E. albidus em relação ao teor de argila (respectiva-
mente, 1% - 49% versus 6% - 26%) e ao teor de matéria orgânica (0,6% - 42% 
versus 2,5% - 8%) (Amorim et al., 2005; Kuperman et al., 2006; Chelinho et 
al., 2011).

O primeiro artigo publicado com dados de ensaios ecotoxicológicos com 
minhocas no Brasil foi de um grupo da Unesp Jaboticabal em 1996 (Ichinose 
et al., 1996). Em 1999, o Intituto Biológico (SP) iniciou estudos sobre bio-
acumulação de diferentes agrotóxicos pelas minhocas E. fetida e E. andrei 
(Papini; Andréa, 2001; Andréa et al., 2004; Andréa; Papini, 2005) e outros 
tipos de ensaios, sempre com agrotóxicos (Ferreira et al., 2015). Em seguida, 
uma nova abordagem na aplicação dos ensaios com minhocas foi dada nos 
estudos realizados por Sisinno et al. (2006, 2007), onde ensaios com E. fetida 
ou E. andrei foram usados para avaliar a toxicidade de solos contaminados por 
hidrocarbonetos e tratados após biorremediação. Recentemente, estudos para 
avaliar o risco ambiental do uso de lodo de esgoto e resíduos de dragagem 
(Cesar et al., 2008a, 2008b, 2012), dejetos de animais (Segat et al., 2015) e 
vinhaça (Alves et al., 2015a) tem evidenciado a preocupação com a qualidade 
ambiental no aproveitamento de passivos para fins agroflorestais.

A partir do ano 2000, vários estudos pioneiros em ecotoxicologia terrestre na 
região tropical foram desenvolvidos no Norte do Brasil, na Embrapa Amazônia 
Ocidental com a colaboração de especialistas alemães (Garcia, 2004; Garcia et 
al., 2008). Dentre os resultados obtidos nos estudos com agrotóxicos, a adap-
tação do solo artificial tropical (SAT) para as condições tropicais com o uso 
de pó da fibra da casca de coco em substituição à turfa de esfagno (Garcia, 
2004, ver capítulo 7) nos ensaios com minhocas constituiu um marco na eco-
toxicologia terrestre no Brasil. Além disso, os estudos conduzidos por Garcia 
(2004) e Garcia et al. (2008) comparando diferentes substratos, temperaturas e 
agrotóxicos demonstraram a necessidade de se utilizar temperaturas mais altas 
(28 °C) em ensaios voltados para os trópicos, além do uso de espécies nativas. 
Um estudo conduzido por De Silva et al. (2009) na Holanda comparou o efeito 
de três agrotóxicos através de ensaios ecotoxicológicos com E. andrei em tem-
peratura de clima temperado (20 °C) e tropical (26 °C). Os resultados desse 
estudo, assim como os obtidos por Garcia et al. (2008), reforçam a necessidade 
de cuidado ao extrapolar dados gerados em condições de clima temperado para 
o clima tropical.

Com o aumento do interesse pela preservação da qualidade do solo, vários 
grupos em universidades (Esalq/USP, EESC/USP, UFSC, Udesc, UFPR, 
UFRRJ, UFF, UFRJ, UP e outras) e instituições de pesquisa (Embrapa, Cetem, 
Instituto Biológico e outros) têm estabelecido estudos na área de ecotoxico-
logia terrestre utilizando minhocas, a maioria a partir de meados da primeira 
década do século 21. Alguns desses grupos ainda contam com significativa 
colaboração de especialistas da Universidade de Coimbra (Portugal) e da 
empresa ECT Oekotoxicologie GmbH (Alemanha). 
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O número de trabalhos acadêmicos com oligoquetas (em conjunto, ou não, 
com outros organismos) tem crescido e esses estudos têm sido utilizados em 
diferentes aplicações e na avaliação do efeito de diversos tipos de contami-
nantes no solo, como mostram as características de alguns trabalhos publi-
cados (dissertações, teses e artigos científicos), descritos na Tabela 2.1. 

Com base nisso, pode-se destacar que os principais organismos-teste utili-
zados foram minhocas do gênero Eisenia sp. Os agrotóxicos são os conta-
minantes mais avaliados em estudos de caráter prospectivo, seguidos pelos 
metais e pelos compostos orgânicos, como os hidrocarbonetos de petróleo e o 
hexaclorobenzeno. Como os problemas oriundos de áreas contaminadas vêm 
crescendo cada vez mais no Brasil, alguns dos estudos realizados enfocam a 
utilização dos ensaios com oligoquetas na avaliação de risco ambiental. Além 
dos ensaios ecotoxicológicos para avaliação da ecotoxicidade aguda, crônica e 
o comportamento de fuga, o ensaio de bioacumulação também tem sido apli-
cado para a avaliação de agrotóxicos, metais e lodo de esgoto (Tabela 2.1). 

A utilização dos ensaios de comportamento de fuga com minhocas na avaliação 
da função de habitat de solos tem se popularizado. Estes ensaios são ecologi-
camente relevantes e de baixo custo, além de fornecerem informações rápidas 
de caráter retrospectivo para decisões futuras sobre áreas contaminadas (Hund-
Rinke et al., 2005; Natal Da Luz et al., 2004; Niemeyer et al., 2010). Essa 
avaliação retrospectiva de áreas contaminadas tem utilizado os ensaios com 
oligoquetas em esquemas integrados de avaliação de risco ambiental (Jensen; 
Mesman, 2006). No estudo realizado por Antunes et al. (2008a, 2008b) o 
ensaio de comportamento de fuga com E. andrei foi usado como ferramenta na 
avaliação de risco de uma antiga mina de extração de urânio. 

Os processos de biorremediação têm sido muito utilizados para o tratamento 
de solos contaminados por derivados da indústria do petróleo. Apesar da bior-
remediação constituir-se em um processo que procura restabelecer as caracte-
rísticas do solo, por meio da remoção de poluentes por atividade biológica de 
microorganismos e plantas, muitos subprodutos – às vezes até mais tóxicos do 
que os contaminantes iniciais – podem ser gerados durante a atividade micro-
biológica. Devido a esse fato, a inserção dos ensaios ecotoxicológicos com 
organismos terrestres após processos de biorremediação de solos impactados 
com hidrocarbonetos têm sido de grande interesse em trabalhos desenvolvidos 
em outros países (Salanitro et al., 1997; Dorn; Salanitro, 2000; Dawson et al., 
2007; Hubálek et al., 2007).

Os ensaios com oligoquetas também têm sido utilizados para testar o efeito 
de nanopartículas inorgânicas (Heckman et al., 2011), nanotubos de carbono 
(Scott-Fordsman et al., 2008), e produtos veterinários farmacêuticos (Römbke 
et al., 2010; Menezes-Oliveira et al., 2018b). Outros tipos de impacto, como 
a salinização de solos, também podem ser avaliados por meio destes ensaios, 
como mostra o estudo de Owojori et al. (2009). 
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Tabela 2.1. Resumo de alguns trabalhos ecotoxicológicos publicados no Brasil usando oligoquetas.

Organismo-teste Ensaio (metodologia) Contaminante Tipo de solo Referência
E. fetida Bioacumulação Herbicida Simazina Argissolo Papini e Andréa 

(2001)
E. fetida,  
P. corethrurus

Comportamento de Fuga (ISO 17512-1 - ISO, 
2008).
Letalidade (OECD 207 – OECD, 1984; ISO 11268-
1 - ISO, 1993).
Reprodução (OECD 222 – OECD, 2004b; ISO 
11268-2 - ISO, 1998).
Temperatura adaptada para 28 ± 2 °C.

Carbendazim, Lambda-cialotrina Solo artificial OECD 
LUFA 2.2.
SAT.
Solo natural tropical.

Garcia (2004).

E. fetida Comportamento de Fuga (ISO 17512-1 - ISO, 
2008). 
Letalidade (ISO 11268-1, ISO, 1993). 
Reprodução (ISO 11268-2, ISO, 1998).

Hidrocarbonetos de petróleo Areno argiloso. Sisinno et al. (2006).

E. fetida Comportamento de Fuga (ISO 17512-1- ISO, 2008) Hidrocarbonetos de petróleo (após 
tratamento em biorreator)

Argiloso e Areno argiloso. Sisinno et al. (2007).

E. andrei Letalidade (ASTM E1676-04: 2004).
Bioacumulação (ASTM E1676-04 – ASTM, 2004)

Biodisponibilidade de Hg, Pb, Zn e Cu Arenoso e com baixo teor de 
matéria orgânica.

Cesar et al. (2008a),  
Cesar et al. (2012)

E. andrei Comportamento de Fuga (ISO 17512-1 - ISO, 
2008).
Bioacumulação (ASTM E1676-04 – ASTM, 2004).

Lodo de Esgoto (Fe, Al, Zn, Cu, Pb, Hg). Latossolo Vermelho-amarelo.
Chernossolo.

Cesar et al. (2008b).

E. fetida Comportamento de Fuga (ISO 17512-1 - ISO, 
2008).
Temperatura adaptada para 28 ± 2 °C.

Fungicidas: Benomil e Carbendazim.
Inseticida: Lambda-Cialotrina.

Solo artificial segundo OECD 
(10 % matéria orgânica).
SAT – 10 % matéria orgânica.
LUFA.
Argissolo Vermelho (Acrisol).

Garcia et al. (2008)

E. fetida Bioacumulação (ASTM E167695, ASTM, 1995). Hg metálico. - Hinton e Veiga 
(2008)

E. fetida,  
P. corethrurus

Letalidade (OECD 207 - OECD, 1984).
Comportamento de fuga (ISO 17512-1 - ISO, 2008).

Oxicloreto de cobre SAT Mestrinho (2009)

E. andrei Letalidade (OECD 207 e ISO 11268-1 - OECD, 
1984; ISO, 1993)
Reprodução (OECD 222 e ISO 11268-2 - ISO, 
1998; OECD, 2004b)
Comportamento de Fuga (ISO 17512-1- ISO, 2008)

Fungicidas: Captan; Carboxim+ Tiran
Inseticidas: Imidacloprida, Fipronil, 
Tiametoxam

SAT Alves (2010); Alves 
et al. (2013)

E. fetida Reprodução (ISO 11268-1 - ISO, 1993) Herbicidas: Glifosato, 2,4-D Argissolo Correia e Moreira 
(2010)

E. andrei,  
P. corethrurus

Comportamento de Fuga (ISO 17512-1 - ISO, 2008)
Letalidade (ISO 11268-1 - ISO, 1993) 
Temperatura adaptada para 20 ± 4 °C

Fungicida: Carbendazim
Inseticida-nematicida: Carbofurano
Herbicida: Glifosato

SAT – 10% matéria orgânica Buch (2010); Buch 
et al. (2013)

Continua...
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E. andrei Fuga (ISO 17512-1 - ISO, 2008)
Letalidade (OECD 207; NBR 15537, ISO 11268-1 – 
OECD, 2007; ABNT, 2007; ISO, 1993);
Reprodução (ISO 11268-2; OECD 222 - ISO, 2008; 
OECD, 2004b)

Avaliação de áreas contaminadas por 
pesticidas: Alfa-BHC, Heptacloro, 
otGamaBHC, Aldrin, Metolacloro, Beta-
endosulfan, Clordano, Dieldrin, Endrin, 
4,4 DDT, Metoxicloro, Abamectina, 
Carbofurano Metais pesados: Cu, Cr, Cd, 
Fe, Al, Pb, Ni, Co, Mn e Zn

Solos naturais e SAT – 10% 
matéria orgânica

Lima (2010)

E. andrei Comportamento de Fuga (ISO 17512-1 - ISO, 2008)
Temperatura adaptada para 25 ± 2 °C

Avaliação de risco em área contaminada 
com metais pesados: Pb, Cd, Cu, Zn, Cr, 
Ni, Fe, Co e Mn

Arenosos e argilosos Niemeyer et al. 
(2010)

E. andrei Bioacumulação (Método descrito em Papini & 
Andréa, 2004)
Comportamento de Fuga (ISO 17512-1 - ISO, 2008)
Letalidade por contato com papel filtro (OECD 207 
- OECD, 1984)

Agrotóxico: Cipermetrina Latossolo Vermelho Distrófico 
Típico – LV
Argissolo Vermelho Eutroférrico
Chernossólico – PV
Gleissolo Melânico Alumínico 
Típico – GM

Sousa (2010); Sousa 
e Andréa (2011); 
Ferreira et al. (2015)

E. andrei Letalidade (ISO 11268-1; NBR 15537 - ISO, 1993; 
ABNT, 2007).
Reprodução (ISO 11268-2 - ISO, 2008).
Temperatura adaptada para 25 ± 2 °C

Agrotóxico: Vertimec 18 EC SAT- 10% matéria orgânica Nunes (2010), Nunes 
et al. (2012)

E. andrei Letalidade por contato com papel de filtro (método 
descrito na OECD 207-  OECD, 1984).
Bioacumulação verificada de acordo com Farenhorst 
& Prorokopowich (2003)

Hexaclorobenzeno - Vampré et al. (2010)

E. andrei,  
A. gracilis,  
D. annae

Letalidade (ISO 11268-1 - ISO, 1993)
Temperatura adaptada para 20 ± 4 °C

Agrotóxico: Carbofurano, Carbendazim Latossolo Vermelho Cantelli (2011)

E. andrei,  
E. crypticus

Reprodução (ISO 11268-2 - ISO, 2008; ISO 16387 
- ISO, 2004)
Comportamento de Fuga (ISO 17512-1 - ISO, 2008)

Resíduo piritoso,
Avaliação de risco

Argissolo e Cambissolo Oliveira-Filho 
(2013); Oliveira-
Filho et al. (2017)

E. andrei,  
E. crypticus

Letalidade e reprodução (ISO 11268-2 - ISO, 2008; 
ISO 16387 - ISO, 2004)
Comportamento de fuga (ISO 17512-1 - ISO, 2008)

Avaliação de risco: sedimento de 
dragagem, lodo de esgoto

Latossolo e Chernossolo Cesar (2014); Cesar 
et al. (2015, 2016)

E. andrei,  
E. crypticus

Letalidade (ISO 11268-1 - ISO, 1993)
Reprodução (ISO 11268-2 - ISO, 2008; ISO 16387 
- ISO, 2004)
Modelo de Ecossistemas Terrestres (TME) com 
comunidades naturais

Dejeto suíno Argissolo vermelho eutrófico
Latossolo vermelho distrófico
Neossolo quartzarênico

Segat (2012, 2016); 
Segat et al. (2015)

Organismo-teste Ensaio (metodologia) Contaminante Tipo de solo Referência

Tabela 2.1. Continuação...
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E. andrei,  
E. crypticus

Letalidade (ISO 11268-1 - ISO, 1993)
Reprodução (ISO 11268-2 - ISO, 2008; ISO 16387 
- ISO, 2004)

Lama vermelha (resíduo do refino da 
bauxita)

SAT - 5% matéria orgânica; solo 
natural

Bianchi (2013)

Enchytraeus sp.  
(espécie autóctone)

Reprodução (NBR ISO 16387 - ABNT, 2012)
Temperatura adaptada para 22 ± 4 °C, 21 dias

Ácido bórico; Roundup WG®; solo 
agrícola

SAT - 5% matéria orgânica; solo 
natural com histórico agrícola

Assis (2015)

E. andrei,  
E. crypticus

Reprodução (ISO 11268-2 - ISO, 2008; ISO 16387 
- ISO, 2004)
Comportamento de Fuga (ISO 17512-1 - ISO, 2008)

Vinhaça Latossolo vermelho, latossolo 
vermelho amarelo, SAT – 10%

Alves (2015); Alves 
et al. (2015a)

E. andrei Letalidade (ISO 11268-1 - ISO, 2012)
Reprodução (ISO 11268-2 - ISO, 2012)

Ácido aminometilfosfônico (AMPA) SAT – 10% matéria orgânica Domínguez et al. 
(2016)

E. andrei,  
P. corethrurus

Comportamento de fuga (ISO 17512-1 - ISO, 2008)
Letalidade (ISO 11268-1 - ISO, 2012)
Reprodução (ISO 11268-2 - ISO, 2012; mas 
aumentada para 91 dias)
Bioacumulação (OECD, 2010)

Mercúrio- Hg SAT – 10% matéria orgânica e 
solo natural

Buch et al. (2017)

E. crypticus Reprodução (NBR ISO 16387 - ABNT, 2012) Solo com derramamento de óleo Solo natural com histórico de 
contaminação

Scoriza et al. (2018)

E. crypticus Letalidade e reprodução (OECD 220 -OECD, 2004) Agrotóxicos: KRAFT 36 EC, SCORE Solo agrícola Menezes-Oliveira et 
al. (2018a)

E. andrei,  
E. crypticus

Letalidade (ISO 11268-1 - ISO, 2012)
Reprodução (ISO 11268-2 - ISO, 2012; NBR ISO 
16387 - ABNT, 2012)

Ácido bórico SAT - 5% matéria orgânica Niemeyer et al. 
(2018a)

E. andrei Letalidade (ISO 11268-1 - ISO, 2012)
Comportamento de Fuga (ISO 17512-1 - ISO, 2008)

Agrotóxico: Metsulfuron-metil SAT - 5% matéria orgânica De Santo et al. 
(2018)

E. andrei Comportamento de Fuga (ISO 17512-1 - ISO, 2008) 
e modificado para avaliar fuga em presença de aveia 
contaminada
Levantamento de minhocas em campo em área com 
e sem aplicação de herbicidas

Agrotóxico: Roundup  ® Original; 
Trop®; Zapp® Qi 620; Crucial® em 
laboratório e em campo

SAT - 5% matéria orgânica; 
húmus (com e sem aveia 
contaminada do campo)

Niemeyer et al. 
(2018b)

Tabela 2.1. Continuação...
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Em países de clima temperado, estudos de ecotoxicidade com enquitreídeos 
(ver também capítulo 1) têm sido aplicados tanto para avaliação de substâncias 
isoladas (Collado et al., 1999), como para misturas presentes em solos artifi-
ciais ou naturais (Posthuma et al., 1997) aplicadas em laboratório e também a 
partir da situação de campo. Peijnenburg et al. (1999) avaliaram a biodisponi-
bilidade de metais para E. crypticus enfocando as diferenças existentes entre 
20 diferentes tipos de solo do campo, enquanto Droge et al. (2006) avaliaram 
a ecotoxicidade crônica de hidrocarbonetos sobre a reprodução de oligoquetas. 
Várias substâncias químicas também foram avaliadas por meio do ensaio de 
comportamento de fuga com E. albidus, porém essa espécie demonstrou limi-
tações quanto ao uso desse tipo de ensaio (Amorim et al., 2008). Römbke et al. 
(2017) faz uma interessante revisão sobre o uso de enquitreídeos em ensaios de 
laboratório e campo em relação aos efeitos de agrotóxicos.

Os enquitreídeos também têm sido utilizados em avaliações da abundância e 
diversidade como parâmetros da contaminação em campo (Didden; Römbke, 
2001; Römbke et al., 2002). Há um grande potencial de aplicabilidade dos 
enquitreídeos para estudos de toxicidade de uma grande variedade de subs-
tâncias, desde agrotóxicos, metais pesados, fertilizantes, resíduos industriais e 
domésticos (Didden; Römbke, 2001). No Brasil, o número de estudos é cres-
cente, em geral em conjunto com outros organismos na avaliação de subs-
tâncias em solo natural ou artificial ou na avaliação de solos já contaminados 
(Scoriza et al., 2015; Oliveira Filho et al., 2015; Alves, 2015a; Buch et al., 
2017; Menezes-Oliveira et al., 2018b e outros) (Tabela 2.1). Existem estudos 
da biologia de espécies nativas da região subtropical (Niva et al., 2010b; 2010c) 
e uma espécie autóctone Enchytraeus sp. tem sido utilizada em ensaios (Assis, 
2015; Oliveira-Filho et al., 2017). Espécies fragmentadoras como E. dudichi, 
que ocorrem em solo brasileiro, também tem sido utilizadas em estudos mais 
recentes (Niva et al., 2012; Dalla Rosa et al., 2017).

2.3 Aplicação de ensaios ecotoxicológicos com 
oligoquetas para fins normativos e legais

Com base em uma Lei Federal nº 7.802 e a Portaria nº 84 (Brasil, 1989, 1996), 
ensaios de toxicidade com vários tipos de organismos não alvo são solicitados 
para a avaliação do potencial de periculosidade ambiental (PPA) de agrotó-
xicos, seus componentes e afins (ver capítulo 3). São solicitados ensaios de 
toxicidade com organismos não alvo que, combinados aos resultados de bio-
concentração, persistência e comportamento da substância em questão, servem 
de base para o cálculo do PPA, utilizado para a classificação do agrotóxico. Os 
ensaios com organismos de solo normalmente solicitados para atendimento a 
essa demanda legal tem sido o de microorganismos e de ecotoxicidade aguda 

2.3.1 Registro de agrotóxicos
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2.3.2 Classificação de resíduos sólidos

Apesar da NBR 10.004 – Resíduos Sólidos – Classificação, indicar que para 
a avaliação da toxicidade de um resíduo sólido deve-se considerar os efeitos 
nocivos da presença de agentes ecotóxicos e os efeitos associados a cada subs-
tância química ou decorrente do sinergismo entre as substâncias constituintes 
do resíduo (ABNT, 2004), a realização de ensaios ecotoxicológicos para com-
plementar a classificação de resíduos perigosos ainda é pouco demandada no 
Brasil. 

Estima-se que um dos maiores entraves para a solicitação desse tipo de ensaio 
pelos técnicos dos órgãos ambientais seja o pouco conhecimento sobre o assunto 
e a dificuldade de orientação na solicitação do ensaio decorrente, muitas vezes, 
da própria dificuldade de interpretação dos resultados produzidos, uma vez 
que muitos técnicos não possuem capacitação em ecotoxicologia. Um trabalho 
interlaboratorial produzido na Europa demonstrou a necessidade da utilização 
de uma bateria de ensaios com diferentes organismos aquáticos e terrestres, 
entre eles, o ensaio de fuga com minhocas, para avaliar mais seguramente a 
ecotoxicidade de resíduos sólidos (Moser et al., 2011).

Elutriatos de resíduos sólidos podem ser preparados para serem usados em 
ensaios com organismos aquáticos. Na norma NBR 15469 – Ecotoxicologia – 
Coleta, preservação e preparo de amostras (ABNT, 2015) pode ser encontrada 
uma metodologia para preparação do elutriato. No caso de amostras sólidas e 
semi-sólidas, a escolha do organismo-teste e o procedimento de avaliação pre-
cisam ser feitos de forma que as características da amostra não sejam alteradas 
significativamente, influenciando positivamente ou negativamente no resultado.

2.3.3 Avaliação de risco ambiental em áreas 
contaminadas

Estudos de avaliação de risco ambiental podem ser realizados em áreas con-
taminadas com a coleta de amostras para realização de ensaios de ecotoxici-
dade laboratoriais (p.ex., Römbke et al., 2006a), e em avaliações em campo, 
com a amostragem de organismos (Römbke et al., 2006b) e/ou ensaios in situ 
(Antunes et al., 2008a, 2008b). Tais estudos são, inclusive, recomendados pela 
Resolução do Conselho Nacional do Meio Ambiente (Conama) nº 420, de 28 
de dezembro de 2009 (Brasil, 2009) (ver capítulo 3). Entretanto, esses estudos 
ainda estão em desenvolvimento e têm sido pouco aplicados no Brasil, princi-
palmente por serem de custo elevado e por ainda existirem muitos questiona-
mentos com relação à melhor metodologia a ser aplicada em cada caso. 

com minhocas (E. fetida ou E. andrei). Mas como já discutido anteriormente 
(seção 1.2.1), o ensaio de ecotoxicidade aguda para fins de registro de pro-
dutos caiu em desuso na Europa, sendo o ensaio de reprodução de minhocas (e 
ensaios com outros organismos do solo) mais aceito atualmente.
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Os ensaios com oligoquetas para avaliação de áreas contaminadas podem ser 
utilizados para avaliação da função de habitat dos solos naturais, sendo indi-
cados tanto os ensaios de ecotoxicidade aguda – como, por exemplo, o descrito 
na NBR 15537 (ABNT, 2014) – e crônica com minhocas E. fetida ou E. andrei 
quanto o ensaio de ecotoxicidade crônica com enquitreídeos descrito na NBR 
ISO 16387 (Enchytraeus sp.) (ABNT, 2012). Esses ensaios estão descritos no 
guia para a seleção e a avaliação de bioensaios para caracterização ecotoxico-
lógica de solos e materiais de solo - ABNT NBR ISO 17616 (ABNT, 2010). 
Para áreas onde ocorre a deposição de sedimentos de dragagem, Cesar et al. 
(2015) propuseram um índice de risco ecológico para latossolos e chernos-
solos, baseado em ensaios com vários organismos. Uma norma para avaliação 
de risco está em discussão na ABNT e o Ibama tem se esforçado para avançar 
nas normativas para a avaliação de risco ambiental. O meio acadêmico no 
Brasil tem gerado trabalhos em nível de pós-gradução que promovem avanços 
na avaliação de risco com organismos de solo no Brasil, como a Udesc, UFRJ, 
EESC/USP entre outros, sendo na maioria dos casos em cooperação com a 
Universidade de Coimbra – Portugal (por exemplo: Niemeyer, 2010; Cesar, 
2014; Oliveira-Filho, 2013).

2.4 Desafios para o avanço da ecotoxicologia 
terrestre no Brasil 

Apesar de todos os esforços para aplicação dos ensaios ecotoxicológicos como 
importante instrumento de avaliação de risco de substâncias químicas para 
a qualidade do solo e do ambiente, incluindo aqueles de origem biológica, 
muitos desafios ainda precisam ser superados. 

Niemeyer et al. (2017) apontam para lacunas, tanto na avaliação de risco de 
caráter prospectivo quanto retrospectivo, e propõem ações para o avanço da 
avaliação de risco ambiental. São necessários estudos sobre o efeito e bio-
disponibilidade de contaminantes em diferentes tipos de solo representativos 
do Brasil, bem como sobre a tolerância de diferentes espécies em diferentes 
cenários. Consideram-se contaminantes os agrotóxicos e seu uso excessivo e 
as misturas presentes no solo, metais, fármacos, salinização, resíduos indus-
triais ou da agropecuária e do tratamento de esgoto usados como fertilizantes e 
substâncias de origem biológica utilizados no controle de pragas, entre outros. 
Também não há ainda uma definição clara dos objetos de proteção por parte 
dos diferentes interessados, ou seja, deve-se definir o que se quer proteger e 
onde se quer proteger o que, e, dessa forma, implementar e operacionalizar 
uma avaliação de risco ambiental sólida e eficiente.

Entre os desafios mais gerais, destaca-se: 

1. Maior acessibilidade às normas técnicas – desafio que aos poucos está 
sendo superado com o auxílio da ABNT/CEE-106 – Comissão de Estudo 
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Especial de Análises Ecotoxicológicas, por meio da tradução das normas 
ISO de qualidade do solo e adaptação para as condições brasileiras.

2. Necessidade de formação de recursos humanos e de produção de dados 
científicos tanto na área aplicada de métodos em ecotoxicologia terrestre, 
quanto em áreas de pesquisa básica em ecologia e biologia de organismos 
edáficos, essenciais para o desenvolvimento de métodos mais adequados– 
desafio que precisa de incentivo técnico e financeiro das agências de 
fomento e dos centros de pesquisa e universidades.

3. Maior troca de experiência por meio da realização de encontros técnicos, 
congressos e seminários – desafio que envolve o reconhecimento da impor-
tância da área de ecotoxicologia terrestre dentro da comunidade científica.

4. Melhor capacitação dos técnicos dos órgãos ambientais – desafio que neces-
sita do apoio e do reconhecimento dessa necessidade pelos dirigentes dos 
órgãos ambientais.

5. Elaboração de Resoluções, Diretrizes e outros instrumentos legais onde 
a aplicação dos ensaios possa ser exigida como ferramenta de controle – 
desafio que envolve todos os outros citados acima. 

A ecotoxicologia terrestre no Brasil tem avançado nos últimos anos. O número 
de estudantes de pós-graduação e estudos nessa área tem aumentado muito, 
graças ao esforço de algumas universidades e seus professores/pesquisadores 
em promover o tema em disciplinas e cursos oferecidos, bem como o apoio 
da Sociedade Brasileira de Ecotoxicologia em eventos relacionados ao tema 
(Niva et al., 2016; Niemeyer et al., 2017).
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3.1 Legislação ambiental no Brasil e o controle da 
poluição do solo

Pode-se dizer que o grande marco regulatório da questão ambiental, dentro da 
legislação brasileira, se deu por meio da aprovação da Política Nacional do 
Meio Ambiente (Lei nº 6.938, de 31 de agosto de 1981) que tem como obje-
tivo, citado no seu Artigo 2º: 

[...] a preservação, melhoria e recuperação da qualidade ambiental propícia à 
vida, visando assegurar, no País, condições ao desenvolvimento sócio -eco-
nômico, aos interesses da segurança nacional e à proteção da dignidade da 
vida humana [...] (Brasil, 1981).

estabelecendo, dentro de seus princípios, a racionalização do uso do solo, do 
subsolo, da água e do ar.

Em 1988, foi promulgada a Constituição Brasileira onde, em seu Capítulo VI 
(“Do Meio Ambiente”), artigo 225, é colocado o princípio:

Todos têm direito ao meio ambiente ecologicamente equilibrado, bem de 
uso comum do povo e essencial à sadia qualidade de vida, impondo-se ao 
Poder Público e à coletividade o dever de defendê-lo e preservá-lo para as 
presentes e futuras gerações [...] (Brasil, 1988a).

Apesar da preocupação com a preservação do meio ambiente, refletida entre 
outros, pela racionalização do uso do solo e subsolo, pouco tem sido feito na 
legislação brasileira, em relação ao controle da poluição do solo no Brasil. 
Pode-se citar a Lei nº 6.766, de 19 de dezembro de 1979 – sobre o parcela-
mento do solo urbano (Brasil, 1979), que define as competências do Estado e 
do Município sobre a questão do parcelamento do solo. A lei não permite o par-
celamento do solo em áreas poluídas, principalmente devido às conseqüências 
à saúde pública, porém não visando à preservação do ecossistema. 

No âmbito do registro de agrotóxicos no país, a Lei Federal nº 7.802, de 11 de 
julho de 1989 (Brasil, 1989) exige que os rótulos dos agrotóxicos contenham 
texto redigido em português com várias informações técnicas sobre a substância 
em questão e, também, aquelas relativas aos possíveis perigos ao homem e ao 
meio ambiente. O registro e rótulo do agrotóxico deverão ser aprovados em três 
instâncias: pelo Ministério da Agricultura quanto à eficiência do produto, pela 
Anvisa, quanto à avaliação toxicológica ao ser humano, e pelo Ibama, quanto à 
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avaliação ambiental. Esta última inclui a avaliação e classificação do Potencial 
de Periculosidade Ambiental (PPA) e também a Avaliação de Risco Ambiental 
(ARA) de agrotóxicos, seus componentes e afins. Os requisitos, procedimentos 
e diretrizes gerais para as avaliações constam na Portaria Ibama nº 84, de 15 
de outubro de 1996 (Ibama, 1996), e material orientador pode ser encontrado 
no site do Ibama. Para a avaliação do PPA, testes relacionados a parâmetros 
físico-químicos, comportamento no solo e toxicidade a organismos não-alvo 
do produto são requeridos. Dentre os organismos do solo, os testes com micro-
organismos (ciclo do nitrogênio e carbono) e com as minhocas (efeito agudo) 
são os normalmente requeridos, e também o teste de fitotoxicidade para plantas 
em alguns casos. Testes com organismos aquáticos (algas, crustáceos e peixes) 
e outros terrestres (abelhas e aves) também são requeridos para classificação 
do grau de periculosidade ambiental. A substância avaliada se enquadrará em 
uma das quatro classes de periculosidade ambiental considerando-se todos os 
parâmetros, como segue: Classe I- produto altamente perigoso; Classe II- pro-
duto muito perigoso; Classe III- produto medianamente perigoso; Classe IV- 
produto pouco perigoso. 

Testes com organismos de solo (e outros organismos) também são reque-
ridos, em algumas normativas como: para o registro de produtos bioquímicos 
(minhocas e microorganismos) (Brasil, 2005), para o registro de produtos à 
base de agentes microbiológicos (vegetais e minhocas) (Brasil, 2006b), para 
o registro de produtos semioquímicos (minhoca e microorganismos) (Brasil, 
2006a), e para alteração de formulação (microorganismos) (Brasil, 2013).

Em 1998, a Lei nº 9.605, de 12 de fevereiro de 1998 (Brasil, 1998), na sua 
Seção IV, prevê penas de reclusão de até cinco anos para quem...

Art. 54 – Causar poluição de qualquer natureza em níveis tais que resultem 
ou possam resultar em danos à saúde humana, ou que provoquem a mortan-
dade de animais ou a destruição significativa da flora. (Brasil, 1998). 

Ainda dentro da mesma lei, a comercialização de substância tóxica, perigosa 
ou nociva à saúde humana e ao meio ambiente, sendo penalizável com pena de 
reclusão, de um a quatro anos, e multa, para quem... 

Art. 56 – Produzir, processar, embalar, importar, exportar, comercializar, 
fornecer, transportar, armazenar, guardar, ter em depósito ou usar produto ou 
substância tóxica, perigosa ou nociva à saúde humana e ao meio ambiente 
em desacordo com as exigências estabelecidas em leis e nos seus regula-
mentos. (Brasil, 1998)

Somente em dezembro de 2009, uma nova legislação, em nível federal foi pro-
mulgada, contendo a preocupação de proteção do solo e do seu ecossistema. É 
a Resolução nº 420, 28 de dezembro de 2009, do Conselho Nacional do Meio 
Ambiente (Conama) (Brasil, 2009), que em seu Art. 1º, “Dispõe sobre crité-
rios e valores orientadores de qualidade do solo quanto à presença de substân-
cias químicas e estabelece diretrizes para o gerenciamento ambiental de áreas 
contaminadas por essas substâncias em decorrência de atividades antrópicas”. 
Já em seu Art. 3º, está descrito que a proteção do solo deve ser realizada de 
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3.2 Ecotoxicologia terrestre no Brasil: Normas 
Técnicas

O início da padronização dos ensaios ecotoxicológicos no Brasil ocorreu em 
1975 por meio de um programa internacional para a padronização de ensaios 
de toxicidade, entre a International Organization for Standardization (ISO) e 
a Companhia Ambiental do Estado de São Paulo (Cetesb), onde foram desen-
volvidos protocolos para avaliar efeitos de substâncias químicas e misturas 
tóxicas sobre organismos aquáticos (Zagatto; Bertoletti, 2006).

Em 1988, a extinta Secretaria Especial do Meio Ambiente (Sema) publicou o 
Manual de Testes para Avaliação da Ecotoxicidade de Agentes Químicos, com 
descrição de 41 ensaios para avaliação da toxicidade e ecotoxicidade de subs-
tâncias químicas, já incluindo ensaios com minhocas Eisenia fetida em sílica 
gel em pó (teste D.5.1), assim como ensaios de biodegradabilidade, mobilidade 
e adsorção/dessorção de agentes químicos em solos. Todos os ensaios foram 
estabelecidos para se fazer a avaliação do comportamento de substâncias quí-
micas no ambiente, com grande ênfase no comportamento de agrotóxicos. Os 
resultados desses ensaios começaram a ser pré-requisitos para registro de com-
postos químicos, principalmente agrotóxicos, junto ao Instituto Brasileiro do 
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (Ibama), que os analisava 
e deliberava com vistas à sua comercialização, mas com o cuidado na proteção 
da saúde e do meio ambiente (Brasil, 1988b).

Os ensaios descritos no Manual haviam sido selecionados, adaptados e revi-
sados por especialistas de diversas instituições brasileiras, convidados pela 
Sema para este fim. Pretendia-se que a revisão dos ensaios fosse feita perio-
dicamente, mas, a partir da Portaria nº 139 do Ibama, de 21 de dezembro 
de 1994 (revogada pela Portaria nº 84, de 15 de outubro de 1996) (Ibama, 
1996), as autoridades brasileiras passaram a aceitar os resultados obtidos a 
partir de métodos já estabelecidos em diretrizes internacionais, isto é, a ISO, 
a Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD) e a 

maneira preventiva, a fim de garantir a manutenção da sua funcionalidade ou, 
de maneira corretiva, visando restaurar sua qualidade ou recuperá-la de forma 
compatível com os usos previstos. Importante notar que, em Parágrafo único 
do Art. 3º, a Resolução coloca como função principal do solo servir como meio 
básico para a sustentação da vida e de habitat para pessoas, animais, plantas e 
outros organismos vivos. 

Apesar disso, a resolução não exige ensaios ecotoxicológicos com organismos 
para avaliação da contaminação do solo, mas a importância dos mesmos na 
determinação de valores de prevenção ou intervenção é implícita. Cesar et al. 
(2014) discutem sobre a importância de aspectos geoquímicos em relação às 
Resoluções nº 420 (Brasil, 2009) e n° 454 (Brasil, 2012) para a ecotoxicologia 
do solo no Brasil.
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Environmental Protection Agency (EPA). Passou-se a aceitar também os resul-
tados obtidos por laboratórios credenciados ou reconhecidos pelo Instituto 
Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro). Entendendo-se por 
credenciados, os laboratórios nacionais (oficiais ou privados), e reconhecidos, 
quando se trata de laboratórios estrangeiros.

Logo a seguir, em 1996, o Ibama estabeleceu os procedimentos a serem ado-
tados para a avaliação do potencial de periculosidade ambiental (PPA) de 
agrotóxicos, seus componentes e afins, descritos na Portaria Normativa Ibama 
nº 84, de 15 de outubro de 1996 (Ibama, 1996). A mesma Portaria também 
definiu os tipos de solos naturais para serem usados nos testes ecotoxicológicos 
(Ibama, 1996). Esses solos foram escolhidos porque suas características físicas 
e químicas abrangem as principais causas das diferenças no comportamento 
de agrotóxicos no ambiente edáfico e têm sido usados nos testes de mobili-
dade, adsorção/dessorção e de biodegradabilidade de agrotóxicos. Contudo, 
é necessário atualizar essa normativa em relação à classificação mais recente 
dos solos brasileiros (Santos et al., 2018). A seguir são listados os três solos 
recomendados e a sua classificação atual de acordo com o Sistema Brasileiro 
de Classificação de Solos (em parênteses):

1. Latossolo Vermelho Escuro, distrófico ou álico, A moderado textura média 
(Latossolo vermelho, distrófico ou álico, A moderado textura média).

2. Latossolo Roxo distrófico ou álico, A moderado, textura argilosa (Latossolo 
vermelho distroférrico, A moderado, textura argilosa).

3. Glei Húmico, Tb, A proeminente, textura média (Gleissolo melânico, Tb, A 
proeminente, textura média).

Até o momento, esses solos foram utilizados somente em pesquisas acadê-
micas em ensaios de ecotoxicidade aguda de agrotóxicos em minhocas (Sousa; 
Andréa, 2011) (ver capítulo 2). É necessário uma revisão crítica da utilidade e 
adequabilidade desses solos como substratos em ensaios com diferentes orga-
nismos edáficos. Na verdade, a construção de uma biblioteca com os solos 
agrícolas mais representativos (pois é onde os agrotóxicos seriam mais utili-
zados) do Brasil seria um avanço para auxiliar na determinação de limites de 
tolerância das diferentes espécies teste e na seleção daquelas mais indicadas 
para cada tipo de solo (Niemeyer et al., 2017). O Brasil é um país continental 
com diferentes condições edafoclimáticas que não devem ser ignoradas nos 
estudos de avaliação de risco ambiental.

Atualmente o registro de agrotóxicos no Brasil exige pelo menos 56 relatórios 
de diferentes estudos para o que o Ibama denomina de avaliação ambiental, 
dos quais 15 são requeridos para a classificação do PPA (Ibama, 2009). Desde 
2011, a avaliação de risco ambiental (ARA) tem sido requerida apenas para 
o registro de substâncias novas. As recomendações para avaliação de risco 
seguem o modelo norte-americano atualmente (Santos, 2012). Contudo, esse 
modelo não inclui dados com organismos do solo. O Ibama se baseia em dados 
de efeito agudo e de reprodução para a avaliação de risco com minhocas, mas 
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os métodos ainda não estão bem estabelecidos e devem ser discutidos com o 
meio científico.

Em abril de 2018, uma reunião técnica promovida pela FAO com a presença 
de representantes de países como a Alemanha, Portugal, China, África, Canadá 
e Brasil discutiu o uso de organismos de solo na avaliação de risco ambiental 
para o registro de agrotóxicos. O objetivo da reunião foi definir recomenda-
ções gerais de procedimentos para realizar a avaliação de risco em países em 
desenvolvimento, em grande parte de clima tropical, como parte do aplicativo 
da FAO denominado “Pesticide Registration Toolkit”. Esse aplicativo servirá 
como ferramenta de apoio para autoridades registrantes de países do mundo 
todo e está parcialmente disponível (http://www.fao.org/pesticide-registration-
-toolkit/en/). O módulo sobre os organismos de solo será disponibilizado em 
breve. 

Apesar da exigência da avaliação de risco ambiental estar respaldada legal-
mente para o caso dos agrotóxicos, ainda existem dificuldades em implementar 
um esquema de avaliação adequado às condições brasileiras, devido a lacunas 
no conhecimento e ausência da definição de objetivos de proteção claros, ou 
seja, qual função ecológica ou serviço ecossistêmico, ou ainda, qual espécie-
-chave deve ser protegida para um determinado tipo de uso da terra. Essa 
definição deverá ser fruto da discussão entre vários setores, incluindo o meio 
científico, órgãos governamentais, setor produtivo e outras partes interessadas.

Desde 2002, a Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), como 
representante oficial no Brasil da ISO, International Eletrotechnical Comission 
(IEC), e das entidades de normalização regional Comissão Panamericana de 
Normas Técnicas (Copant) e Associação Mercosul de Normalização (AMN), 
passou a traduzir várias normas internacionais. Entre elas, a Norma ABNT 
NBR 15.537, de 2007 (atualizada em 2014), já aceita pelo Inmetro, trata espe-
cificamente da avaliação de ecotoxicidade aguda em minhocas, para ser feita 
com solo artificial e com solos naturais (ABNT, 2014a).

Com o objetivo de auxiliar na divulgação das normas de qualidade de solo 
com organismos terrestres, em 2007 a Comissão de Análises Ecotoxicológicas 
da ABNT, grupo aberto para participação de profissionais da área e cujos inte-
grantes são voluntários, começou a traduzir uma série de normas da ISO rela-
cionadas com Ecotoxicologia Terrestre, que têm sido publicadas como normas 
ABNT/NBR ou ABNT/NBR/ISO (Niemeyer et al., 2017). Um breve panorama 
da regulamentação para o registro de agrotóxicos em relação aos organismos 
do solo enquanto organismos não alvo está descrito em Niva et al. (2016).

Até o momento as normas publicadas em português são as seguintes:

1. ABNT NBR 15537. Ecotoxicologia terrestre – Ecotoxicidade aguda – 
Método de ensaio com minhocas (ABNT, 2014a) (publicação da primeira 
versão em 2007).

2. ABNT NBR ISO 11269-2. Qualidade do solo – Determinação dos efeitos 
de poluentes na flora terrestre. Parte 2: Efeitos de substâncias químicas na 
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emergência e no crescimento de vegetais superiores (ABNT, 2014b) (publi-
cação da primeira versão em 2009).

3. ABNT NBR ISO 17616. Qualidade do solo – Guia para a seleção e a ava-
liação de bioensaios para caracterização ecotoxicológica de solos e mate-
riais de solo (ABNT, 2010).

4. ABNT NBR ISO 17512-1. Qualidade do solo – Ensaio e fuga para avaliar 
a qualidade de solos e efeitos de substâncias químicas no comportamento. 
Parte 1: Ensaio com minhocas (Eisenia fetida e Eisenia andrei) (ABNT, 
2011a).

5. ABNT NBR ISO 11267. Qualidade do solo – Inibição da reprodução de 
Collembola (Folsomia candida) por poluentes do solo (ABNT, 2011b).

6. ABNT NBR ISO 15799. Qualidade do solo – Guia para a caracterização 
ecotoxicológica de solos e materiais de solo (ABNT, 2011c).

7. ABNT NBR ISO 16387. Qualidade do solo – Efeitos de poluentes em 
Enchytraeidae (Enchytraeus sp.) – Determinação de efeitos sobre repro-
dução e sobrevivência. (ABNT, 2012).

Atualmente, uma norma de avaliação de risco ecológico está em discussão na 
ABNT.
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A criação de populações de minhocas para ensaios laboratoriais possui carac-
terísticas diferenciadas das criações voltadas à produção de húmus. O objetivo 
maior é a obtenção constante e em quantidade de indivíduos saudáveis, com 
baixa variabilidade em idade, tamanho e biomassa. 

Os principais protocolos internacionais para a realização de ensaios ecotoxi-
cológicos com minhocas recomendam a utilização das espécies Eisenia fetida 
(Savigny, 1826), Eisenia andrei Bouché, 1972 e Lumbricus terretris Linneaus, 
1758 (OECD, 1984; ISO, 1993; 1998; Canada, 2004). Contudo, L. terrestris 
é encontrada somente em regiões de clima temperado, e nunca foi coletada 
no Brasil (Brown; James, 2007). Além disso, a espécie precisa ser criada a 
temperaturas de 15-20 °C, possui um ciclo de vida mais longo e produz menos 
casulos por indivíduo (150-240 dias, 3-6 casulos por indivíduo por mês; Butt 
et al., 1992, 1994; Butt, 2011) em cativeiro, comparada às espécies epigêicas 
E. fetida e E. andrei (Domínguez; Edwards, 2010), dificultando sua aplicabili-
dade em ensaios ecotoxicológicos na região tropical. 

Outras espécies encontradas no Brasil e em regiões tropicais e sub-tropicais 
também já foram usadas em ensaios ecotoxicológicos, por exemplo: Amynthas 
gracilis (Kinberg, 1867), Amynthas corticis (Kinberg, 1867), Metaphire 
californica (Kinberg, 1867), Polypheretima elongata (Perrier, 1872), Perionyx 
excavatus (Perrier, 1872), Pontoscolex corethrurus (Müller, 1857), Eudrilus 
eugeniae (Kinberg, 1867) e Dichogaster annae (Horst, 1893) (Chang; Bruno, 
1970; Morowati, 2000; Mostert, 2001; Mostert et al., 2002; Awaknavar; 
Karabhantanal, 2004, 2005; Koria; Thangaraj, 2011; Uma Maheswari et al., 
2002; An, 2005; An; Lee, 2008; Gupta et al., 2006, 2010; Maboeta et al., 1999; 
Fourie et al., 2007; De Silva; van Gestel, 2009; De Silva et al. 2010; Jasmine 
et al., 2008; James; Guimarães, 2010; Cantelli, 2011; Buch et al., 2013, 2017; 
Khalil, 2013; Duarte et al., 2014; Khalil, 2015; Parelho et al., 2018). Contudo, 
considerando os resultados disponíveis na literatura, bem como a facilidade 
de criação em cativeiro, a presença e a facilidade de obtenção no Brasil, 
atualmente, entre todas estas espécies citadas, pode-se recomendar apenas 
Eudrilus eugeniae, P. excavatus, P. corethrurus e A. gracilis para ensaios 
ecotoxicológicos no Brasil.

4
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Para ensaios ecotoxicológicos com enquitreídeos, as espécies mais comumente 
utilizadas são Enchytraeus albidus Henle, 1837 e Enchytraeus crypticus 
Westheide & Graefe, 1992, mas outras espécies do gênero Enchytraeus 
também têm sido utilizadas em testes ecotoxicológicos no Brasil e no exterior 
(Römbke, 2003; Assis, 2015; Niva et al., 2016). As primeiras duas espécies não 
são encontradas naturalmente em solos brasileiros (Schmelz et al., 2013) e E. 
albidus está adaptada a temperaturas mais baixas de criação (15-20 °C), típicas 
de regiões de clima temperado (Römbke, 1995), sendo, portanto, menos viável 
sua criação e manutenção em cativeiro sob condições climáticas brasileiras. 
Entretanto, E. crypticus é mantida em laboratórios de diversas instituições 
no país para fins ecotoxicológicos (Niva et al., 2016). Os enquitreídeos estão 
amplamente presentes em solos brasileiros e é possível que existam outras 
espécies, tanto nativas quanto exóticas, com potencial para uso em ensaios 
ecotoxicológicos, porém esse grupo de organismos ainda é pouco conhecido 
no Brasil e, em geral, na América Latina carecendo de estudos (Schmelz et al., 
2013). 

A seguir, são detalhadas as características morfológicas que podem ser usadas 
para identificar tanto as espécies padrão quanto as demais espécies recomen-
dadas de minhocas e enquitreídeos, bem como os métodos mais indicados de 
criação e manutenção em condições de laboratório para os ensaios ecotoxico-
lógicos. 

4.1 Eisenia fetida e Eisenia andrei

As espécies paleárticas E. andrei e E. fetida são minhocas supostamente ori-
ginárias da Europa ou países do Noroeste Asiático (Blakemore, 2002, 2013), 
mas são comumente conhecidas como “vermelha da Califórnia”. Estas são 
espécies pequenas, com 3 cm a 13 cm de comprimento e de 2 mm a 6 mm de 
diâmetro na idade adulta (Tabela 4.1). O prostômio é do tipo epilobo e o clitelo 
é em forma de sela, cobrindo entre 6 e 8 anéis, em geral entre o 25º e o 33º 
segmentos. Os poros masculinos são pareados no 15º segmento, entre a linha 
de cerdas b e c, apresentando uma pequena intumescência ovalada. Maiores 
detalhes para a identificação das espécies se encontram na Tabela 4.1. 

A principal diferença morfológica entre as duas espécies é a presença de 
bandas ou listras amareladas entre os segmentos de E. fetida, correspondendo 
a uma área sem pigmentação (Figura 4.1A). Daí o nome comum às vezes de 
minhoca “tigrada”. A despigmentação e as listras são mais evidentes dorsal-
mente. Essas listras estão ausentes em E. andrei que possui pigmentação aver-
melhada contínua (Figura 4.1B). Outra diferenciação prática entre as espécies 
está na mobilidade, uma vez que a E. fetida se desloca com maior rapidez 
à procura de um refúgio em comparação com a E. andrei quando é retirada 

4.1.1 Características gerais e identificação
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Tabela 4.1. Características externas e internas de minhocas das espécies Eisenia andrei e E. 
fetida (Blakemore, 2002).

Caracteres externos Eisenia andrei Eisenia fetida
Pigmentação Avermelhada 

dorsalmente
Avermelhada dorsalmente, mas com bandas sem 
pigmentação (amareladas) nos intersegmentos

Comprimento ............................................ 2,7-13 cm ............................................
Diâmetro .............................................. 2-6 mm ..............................................
Segmentos ............................................... 65-131 ..............................................
Prostômio ............................................ Epilóbico ............................................
Cerdas Organização tipo Lumbricina com 4 pares, estreitamente pareadas
Clitelo ............... Em forma de sela, nos segmentos 24/27-31/34 ...............
Traves pubertais .................. Presentes, geralmente nos segmentos 28-30 .................
Marcas genitais ................ Frequentemente nos segmentos 8-12; e 27-35 ................
Poros dorsais ................. Presentes e pequenos, iniciando em 3/4-5/6 ..................
Poros espermatecais ........................ Dois pares dorsais, em 9/10 e 10/11 .......................
Poros femininos ....................................... No segmento 14 .......................................
Poros masculinos ................... Pareados, no segmento 15, em forma oval ...................
Caracteres internos 

Moela ....................................... No segmento 27 .......................................
Glândula calcífera ....................................... No segmento 11 ........................................
Cêgos intestinais ............................................. Ausentes .............................................
Tifl osol ........ Início nos segmentos 20-23, fi nal nos segmentos 60-109 .......
Nefrídeos ......... Vesículas em formato de salsicha, sem dutos defi nidos .........
Corações .................................... Nos segmentos 7-11 ....................................
Espermatecas .................................. Nos segmentos 9 e 10 ...................................
Testículos .................................. Nos segmentos 10 e 11 ..................................

Vesículas seminais .................................... Nos segmentos 9-12 ....................................

Figura 4.1. Aspectos morfológicos externos de E. fetida (A) e E. andrei (B). A coloração externa de ambas é parecida (avermelhada), porém 
diferem pelo fato de E. fetida possuir listras amareladas bastante evidentes nos espaços inter-segmentares enquanto E. andrei possui coloração 
avermelhada contínua. 
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do substrato onde se encontra, possivelmente devido a maior sensibilidade à 
luz (comunicação pessoal1). Finalmente, as espécies também podem ser sepa-
radas geneticamente, usando o código de barras do DNA (DNA barcode), uma 
região do gene Citocromo Oxidase I comumente utilizado para identificação 
de animais, incluindo as minhocas (Pérez-Lozada et al., 2005; Römbke et al., 
2016). Contudo, existe ainda certa controvérsia taxonômica enquanto à vali-
dade da espécie E. andrei (Blakemore, 2013), já que existem diversas linha-
gens crípticas de E. fetida (Pérez-Lozada et al., 2005; Römbke et al., 2016). 
Para os fins dessa publicação, mantemos as espécies E. andrei e E. fetida como 
distintas com base em dados biológicos e genéticos (Domínguez et al., 2005), 
mas consideramos a forma de criação e manutenção das duas conjuntamente, 
já que os métodos para tal são similares. 

Em pilhas de compostagem na Europa, essas duas espécies frequentemente 
ocorrem juntas e podem se cruzar, às vezes gerando descendentes férteis na 
primeira geração (F1) (Domínguez; Pérez-Lozada, 2010). Contudo, se esses 
descendentes se cruzarem novamente, os descendentes são estéreis (F2), e por 
isso foram consideradas por Domínguez et al. (2005) como espécies biológicas 
diferentes. No Brasil, E. andrei predomina em minhocários comerciais e não há 
constatação validada até o momento de minhocário comercial criando E. fetida 
no país. Sabe-se da existência de apenas um criadouro comercial (Minhobox) 
que mantém E. fetida estritamente para fins de pesquisa. 

Ambas as espécies de minhocas toleram faixas amplas de temperatura e umi-
dade, o que as tornam muito resistentes e fáceis de criar com sucesso em 
diversos ambientes e com diferentes alimentos. Com relação aos aspectos bio-
lógicos, Domínguez; Edwards (2010) apresentam uma relação abrangente de 
características das espécies. Mesmo sendo de clima temperado, a temperatura 
ótima de desenvolvimento é de 25 °C. Acima de 33,3 °C as minhocas podem 
apresentar alta mortalidade, enquanto abaixo de 10,3 °C a produção de casulos 
é suspensa, e a mortalidade pode ser alta a 0 °C. Apesar desse limite inferior, 
tem-se verificado a sobrevivência sem prejuízos aparentes de minhocários a 
céu aberto sujeitos à exposição de fortes geadas no Rio Grande do Sul (dados 
não publicados). Quanto à umidade do substrato, os limites inferior e superior 
estão entre 70% e 90%, sendo os valores ótimos entre 80% e 85%. 

As minhocas dessas espécies têm uma expectativa de vida ao redor de 4,5 a 5 
anos. O peso médio dos adultos de ambas as espécies é de aproximadamente 
0,55 g, mas alguns indivíduos podem alcançar pesos de até 2,5 g dependendo 
do substrato e da densidade populacional (Siddique et al., 2005). Em condições 
ótimas de crescimento e desenvolvimento, o ciclo de vida das duas espécies, 
do momento em que é depositado o casulo até a produção de casulos pela 
geração seguinte, varia entre 48 a 65 dias (Figura 4.2). Contudo, a espécie E. 
andrei atinge a maturidade sexual entre os 21 e 28 dias, enquanto na E. fetida 
essa fase é atingida entre 28 e 30 dias (Domínguez; Gómez-Brandón, 2010).

A cópula ocorre próxima à superfície do alimento e a liberação do primeiro 
casulo se dá cerca de 48 horas após. Cada indivíduo produz entre 0,35 a 0,50 
casulos por dia, sendo o tempo de incubação até o início da eclosão variável 

1 Comunicação pessoal fornecida por Afrânio 
Guimarães, junho de 2006.
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Reprodução
biparental

Formação de casulo
1 dia

3 a 3,5 casulos/semana

Maturação
40-49 dias± 5 dias

Ciclo de vida a 25 °C
(intervalo ideal 25-30 °C)

Duração 58 a 67 dias
Umidade ideal do
substrato 80% H2O

Eclosão de 2 a 2,7 
indiv./casulo

(75-84% viabilidade)

12 dias

Formação do clitelo
(peso médio adulto 2,7 a 3,5 g)

entre 18 e 26 dias (Figura 4.2). Nas duas espécies a taxa de viabilidade de 
eclosão oscila entre 72% e 80%, sendo o número médio de descendentes esti-
mado entre 2,5 e 3,8 por casulo, variando conforme a temperatura (Domínguez; 
Edwards, 2010). 

4.1.2 Obtenção de matrizes, aclimatação e 
sincronização da população de E. andrei e E. fetida

As matrizes das minhocas que serão criadas para os ensaios ecotoxicológicos 
devem ser obtidas preferencialmente junto a institutos de pesquisa, laborató-
rios ou empresas capazes de garantir a confirmação da espécie. Também é 
importante que as minhocas sejam provenientes de uma mesma população, 
criadas sob as mesmas condições.

Algumas empresas, além de minhocas, comercializam também os casulos. Isso 
pode ser uma facilidade na hora de iniciar uma criação para ensaios ecotoxico-
lógicos, porém é importante que os casulos sejam provenientes de uma mesma 
população de minhocas.

Ao receber as primeiras matrizes no laboratório, antes de colocá-las na caixa de 
criação, é necessário verificar sua aceitação ao novo alimento. Uma mudança 
mais brusca da fonte ou matéria-prima do alimento às vezes pode causar uma 

± 5 dias

Ciclo de vida a 25 °C
(intervalo ideal 20-30 °C)

Duração 48 a 65 dias
Umidade ideal do substrato 80% H2O

18 a 26 dias

Reprodução 
biparental

Formação do clitelo
(peso médio adulto 0,55 g)

Eclosão de 2,5 a 3,8 indiv./casulo
(72-80% viabilidade)

Formação de casulo
± 4 dias

2,5 a 3,5 casulos/semana

Maturação
21 a 30 dias

Figura 4.2. Ciclo de vida das espécies Eisenia 
fetida e E. andrei em esterco animal (bovino) 
a 25 °C.
Fonte: Domínguez e Gómez-Brandón (2010); Ven-
ter e Reinecke (1988).
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reação inicial nas minhocas, expressa na perda de biomassa ou tentativas de 
fuga de alguns indivíduos. Essa reação é normal, porém, em alguns casos, pode 
haver um fator desconhecido que ocasionará grande mortalidade da população, 
repercutindo em custos e atrasos nos testes.

Os alimentos mais utilizados na criação de minhocas para ensaios ecotoxico-
lógicos são os estercos, tanto de bovinos quanto equinos. Os estercos variam 
muito sua composição, conforme idade, raça, espécie, sistema de criação, 
podendo ser mais ricos em algum nutriente, mais ácidos ou alcalinos, ou ainda 
possuírem alguma substância tóxica desconhecida. Assim, é conveniente 
verifi car de forma rápida, por meio de um teste preliminar, a aceitação das 
minhocas ao alimento (Figura 4.3). Embora não seja cientifi camente validado, 
esse teste tem sido proposto por diversos autores de manuais de Minhocultura 
pela sua praticidade e rapidez de resposta (Ferruzzi, 1989; Rodríguez et al., 
2003; Morselli, 2009), e deve ser realizado sempre que houver alteração no 
fornecedor tradicional do alimento ou quando existir dúvida quanto às suas 
propriedades e composição.

Conforme procedimento descrito por Schiedeck et al. (2010), coloca-se uma 
amostra representativa de 300 g a 500 g do alimento a ser avaliado em um 
recipiente e, sobre sua superfície, um número conhecido de minhocas, entre 10 
e 20 indivíduos adultos (Figura 4.3A). Devem-se deixar as minhocas entrarem 
espontaneamente no alimento e tapar o recipiente com um pedaço de Tecido 
Não Tramado (TNT) fi xado com barbante ou elástico (Figura 4.3B), ou colocar 
o recipiente sobre um objeto maciço em uma bacia com lâmina água de 2 cm 
a 3 cm (Figura 4.3C). Esse procedimento facilita a aferição do método e evita 
que as minhocas, em caso de fuga, se dispersem pelo local.

Após 24 horas, o recipiente com o alimento deve ser virado sobre uma super-
fície e contado o número total de minhocas. A presença de todos os indiví-
duos no interior do alimento colocados no dia anterior indica, num primeiro 
momento, a aceitação por parte das minhocas do alimento. Contudo, se houver 
minhocas nas paredes do recipiente, tentando escapar pelo TNT ou mortas na 
água da bacia, possivelmente há algum problema no alimento e este não deve 
ser utilizado (Figura 4.4).

No entanto, apenas a presença das minhocas no alimento não basta para con-
cluir sobre suas condições, pois em alguns casos as minhocas podem perma-
necer no alimento devido a uma intoxicação aguda que não lhes permitiu fugir. 
É muito difícil saber o real motivo que pode provocar uma intoxicação desse 
nível, mas resíduos de agrotóxicos, antibióticos ou vermífugos veterinários, 
substâncias ácidas ou metais pesados são algumas possibilidades. De acordo 
com Schiedeck et al. (2010), a observação do comportamento e aspecto das 
minhocas é tão importante quanto o próprio número de indivíduos contados, 
sendo que alguns critérios podem auxiliar nessa avaliação subjetiva:

• Lentidão ou ausência de movimentos.

• Minhocas agrupadas em um ponto específi co do alimento.

• Minhocas mortas no interior ou na superfície do alimento.

Figura 4.3. Introdução das minhocas no ali-
mento (A) e formas de evitar dispersão ou 
fuga das minhocas do recipiente (B, C). Co-
bertura com TNT fi xado com elástico (B) e 
Recipiente aberto em cima de um tijolo numa 
bandeja com água (C).

(A) 

(B) 

(C) 

Fotos: Gustavo Schiedeck
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Figura 4.4. Fuga de minhocas do recipien-
te com alimento. (A) As minhocas tendem a 
fi car presas no Tecido Não Tramado (TNT), 
próximas à borda do recipiente; (B) Minhocas 
mortas na água da bandeja. 

Fotos: Gustavo Schiedeck

• Cheiro desagradável no alimento ou nas minhocas.

• Corpo amolecido além do normal.

• Regiões do corpo inchadas ou com aspecto sanguinolento.

Uma vez determinada a aceitação do alimento, as matrizes de minhocas adqui-
ridas já podem ser separadas manualmente dos resíduos do alimento anterior. 
Neste momento podem ser colocadas sobre o novo alimento acondicionado em 
caixas plásticas do tipo “organizador”, com tampa perfurada. Essa é uma etapa 
que precede a sincronização das populações de minhocas que serão utilizadas 
nos testes ecotoxicológicos. 

A forma mais fácil de realizar a sincronização é através dos casulos produzidos. 
De acordo com os parâmetros reprodutivos e nas condições ótimas de criação, 
como citadas anteriormente, uma caixa com 100 indivíduos adultos (com cli-
telo aparente) deve produzir entre 520 e 750 casulos a cada 15 dias. Esse é 
o período limite de dias para a separação dos casulos da caixa das matrizes, 
uma vez que a eclosão ocorre entre 18 e 26 dias. As caixas com as matrizes 
devem ser vasculhadas e os casulos separados manualmente, com cuidado para 
não serem danifi cados. Esses casulos podem ser ainda classifi cados e agru-
pados conforme sua coloração, sendo os mais novos de coloração leitosa clara 
e opacos, os de coloração amarelo-ouro escura os mais antigos.

Após a separação, os casulos devem ser transferidos para as caixas de criação o 
quanto antes, para evitar sua desidratação. Os casulos devem ser acomodados 
na superfície do alimento e, sobre eles, colocada uma camada de um ou dois 
centímetros do alimento, que não deve ser compactada. Para uma estimativa 
de povoamento das caixas, a cada 100 casulos são esperados entre 250 e 380 
indivíduos a cada 18 a 26 dias.

Alternativamente, pode-se colocar uma quantidade exata de minhocas adultas 
(ex. 100 ou 150) em um substrato novo, sem nenhuma minhoca. Após cerca 
de um mês, retiram-se todos os indivíduos adultos, aguarda-se que todos os 
casulos eclodam e os juvenis cresçam até idade adulta (o que deve acontecer 

(A) (B) 



Ecotoxicologia terrestre: Métodos e aplicações dos ensaios com oligoquetas▪ 88 ▪

4.1.3 Aspectos gerais da criação de Eisenia andrei e 
E. fetida

4.1.3.1 Instalação e materiais

A criação das minhocas deve ser realizada, preferencialmente, em uma área 
isolada do laboratório para prevenir eventuais contaminações decorrentes da 
armazenagem, manipulação ou preparo de amostras e substâncias a serem uti-
lizadas nos ensaios ecotoxicológicos. 

Os materiais utilizados na criação das minhocas como caixas, recipientes, bor-
rifadores ou instrumentos de jardinagem devem sempre ser mantidos limpos e 
nunca serem utilizados para outra fi nalidade. É importante evitar a utilização de 
materiais metálicos na criação, como cobre, zinco, bronze, ou até mesmo bor-
racha natural. Os objetos e instrumentos devem ser confeccionados de elementos 
não tóxicos como vidro, nylon, plástico, tefl on e fi bra de vidro (Canada, 2004).

Os recipientes de criação mais comumente usados nos laboratórios são caixas 
plásticas do tipo “organizador” (Figura 4.5). As caixas e tampas devem ser 
transparentes ou translúcidas para forçar a permanência das minhocas no ali-
mento e desestimular fugas. As tampas devem ser perfuradas ou possuir ori-
fícios que permitam a troca gasosa com o exterior. Esses orifícios devem ser 
fechados com tecidos tais como nylon, TNT ou voal para evitar fugas.

As caixas plásticas nas quais serão criadas as minhocas podem ter diversos 
formatos e tamanhos, no entanto deve-se pensar sempre em aspectos como 
praticidade de armazenagem, facilidade de manipulação e capacidade volu-
métrica. Os protocolos internacionais para a criação de minhocas recomendam 
caixas com capacidade que variam entre 10 L e 50 L (ISO, 1998; ASTM, 2004; 
OECD, 2004; Canada, 2004). Contudo, caixas com grande capacidade tornam-
-se pesadas de serem movidas e caixas muito largas são difíceis de serem 
acomodadas em prateleiras convencionais. As caixas também não devem ser 
muito profundas, pois isso provoca a compactação do alimento e difi culta a 
manipulação do alimento e de minhocas. De forma geral, caixas com capa-
cidade entre 10 L e 15 L ou dimensões próximas a 35 cm de comprimento, 
25 cm de largura e 15 cm de altura, parecem ser mais apropriadas à criação das 
minhocas no laboratório.

No entanto, essas dimensões devem ser decididas pela equipe do laboratório, 
levando em consideração suas particularidades e demandas de ensaios para 
realizar. 

em aproximadamente 2 meses a 25 °C) para serem utilizados nos ensaios eco-
toxicológicos.

O número total de caixas irá variar conforme a necessidade de indivíduos para 
a execução dos ensaios ecotoxicológicos e a capacidade de cada caixa. Em 
alguns laboratórios são mantidas até mais de 30 caixas durante os momentos 
de maior demanda de ensaios. 

Figura 4.5. Modelo de caixa de plástico para 
criação de Eisenia andrei e E. fetida. 

Fotos: Paulo Roger Lopes Alves

(A) 

(B) 
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4.1.3.2 Ambiência: iluminação e temperatura

Com relação às condições ambientais de criação, a luz e a temperatura assumem 
uma importância mais destacada. A norma do ensaio agudo com minhocas 
atualizada da ABNT (ABNT, 2014) e a ISO 11268-2:2012 (ISO, 2012) reco-
mendam que se utilize a temperatura de 25 °C ou 26-28 °C, respectivamente, 
que são mais próximas da realidade tropical e também mais próximas do ótimo 
para ambas as espécies de Eisenia. 

Uma medida que pode auxiliar no monitoramento da temperatura é a colocação 
de termômetros nas caixas com alimento e um termômetro ambiental em local 
próximo às caixas de criação. O acompanhamento de ambas as leituras facilita 
a determinação de uma curva térmica do alimento na caixa em função da tem-
peratura do ar, e, dessa forma, o manejo do climatizador de ar no laboratório.

As condições de iluminação na criação das minhocas não são indicadas em 
alguns protocolos. Contudo, a Environment Canada (Canada, 2004) reco-
menda um fotoperíodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, ou ainda 12 
horas de luz e 12 horas de escuro. A iluminação deve ser realizada com uma 
intensidade luminosa de 400-800 lux, que pode ser alcançada com lâmpadas 
incandescentes ou fluorescentes. As lâmpadas não devem ficar muito próximas 
das caixas, pois podem provocar ressecamento ou aquecimento do alimento 
nas camadas superficiais, prejudicando o desenvolvimento e reprodução das 
minhocas. A adequação da luz no local de criação das minhocas pode ser veri-
ficada através de um luxímetro, que é um aparelho portátil relativamente sim-
ples e de baixo custo.

4.1.3.3 Alimentos e manejo da alimentação

As minhocas das espécies E. fetida e E. andrei se alimentam de praticamente 
qualquer resíduo orgânico, seja de origem domiciliar, agrícola ou industrial 
(Garg et al., 2006), estercos de animais (Garg et al., 2005), lodo de esgoto ou 
resíduos vegetais (Silva et al., 2002). Porém, em alguns casos, as características 
do alimento inviabilizam seu aproveitamento, como: a necessidade de compos-
tagem prévia, a atração de insetos, sazonalidade de obtenção, a formação de 
odores desagradáveis ou a contaminação por substâncias tóxicas. Dessa forma, 
pode-se elencar algumas características importantes para a escolha do alimento 
que servirão de base para a criação das minhocas para os ensaios laboratoriais:

1. Usar material orgânico de fácil obtenção, de baixo custo e disponível ao 
longo de todo ano.

2. Apresentar uniformidade dentro e entre diferentes lotes adquiridos do mate-
rial orgânico.

3. Poder ser armazenado sem perder as características.

4. Não gerar odores ou apresentar potencial de atrair insetos.

5. Ser isento de contaminações físicas, químicas ou biológicas capazes de 
comprometer a população de minhocas, interferir nos resultados dos ensaios 
ou colocar em risco a saúde dos técnicos que o manuseiam.
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Como estas espécies de minhocas vivem na superfície de solos com grande 
quantidade de matéria orgânica, é natural que a criação ocorra em um ambiente 
rico em compostos orgânicos (Edwards, 2004). Há uma grande variedade de 
alimentos que podem ser utilizados para a criação das minhocas destinadas aos 
ensaios ecotoxicológicos, mas em geral, são recomendadas misturas de esterco 
equino ou bovino com turfa, na proporção de 1:1 (ISO, 1998; OECD, 2004). 
No Brasil, utiliza-se o mesmo pó da fibra da casca de coco utilizado no preparo 
do solo artificial. A Environment Canada (Canada, 2004) recomenda a prepa-
ração de um alimento à base de esterco, turfa, argila, esfagno e solo artificial, 
ou ainda a mistura de papel jornal ou papel toalha picados, não pintados e nem 
clareados, com solo artificial e húmus de minhoca.

Embora os estercos sejam os alimentos mais utilizados na criação de minhocas, 
outra possibilidade interessante é a borra de café. Em geral, as cafeterias loca-
lizadas nos centros urbanos produzem grandes quantidades desse resíduo, 
podendo em alguns casos ultrapassar 20 kg diários. Nesse caso, a logística para 
conseguir o material é muito mais fácil, além de ser um resíduo mais higiênico, 
de odor mais agradável para manter no ambiente laboratorial, com baixa carga 
biológica e de grande homogeneidade dentro e entre os lotes adquiridos. A uti-
lização da borra de café como alimento em minhocários é relativamente usual 
em trabalhos científicos com os mais distintos objetivos (Huber et al., 2006; 
Castilhos et al., 2008; Adi; Noor, 2010). Contudo, ainda são necessários alguns 
estudos para confirmar a melhor forma de aproveitamento desse material nessa 
situação específica, pois existe a possibilidade da cafeína, ou outra substância 
presente na borra, influenciar o comportamento das minhocas e mascarar os 
resultados dos ensaios ecotoxicológicos.

Pela praticidade na aquisição e fácil aceitação das minhocas, no Brasil reco-
menda-se a utilização dos estercos, especialmente o equino. A principal reco-
mendação com relação a essa fonte de alimento é que estes procedam preferen-
cialmente de animais criados em sistemas orgânicos ou que não tenham sido 
tratados com promotores de crescimento, nematicidas ou produtos veterinários 
similares (OECD, 2004). Quanto a esse quesito, há uma dificuldade inerente no 
que diz respeito à identificação dos compostos químicos residuais que possam 
estar presentes no esterco. Além disso, a preferência por estercos de animais 
de sistemas orgânicos de criação pode restringir sobremaneira os fornecedores 
habilitados, uma vez que esses empreendimentos ainda são poucos especial-
mente nas grandes cidades.

Os estercos devem ser obtidos, pelo menos, de animais dos quais se conhece 
o histórico de criação e os tratos sanitários, com destaque para as datas das 
últimas aplicações de medicamentos. Estas precauções são importantes, 
para garantir que o esterco seja coletado, mantendo-se no mínimo 20 dias de 
carência do uso destes produtos.

Após a coleta, o esterco precisa passar por alguns tratamentos, antes de servir 
como alimento para as minhocas. O primeiro deles é o processo de secagem, 
que deve ser, preferencialmente, em estufa entre 60 °C e 65 °C, durante 48 
horas. A secagem do esterco também facilita o próximo passo do preparo, 
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que é a fragmentação e peneiração, realizada em peneira com malha ao redor 
de 3,70 mm. Deste modo, o esterco está parcialmente pronto para o uso na 
criação, podendo continuar seu preparo ou ser acondicionado em sacos plás-
ticos e armazenado em congelador para uso posterior. 

Alguns laboratórios de ensaios ecotoxicológicos adicionam frações de outros 
materiais ao esterco que será utilizado na criação, como por exemplo, o pó da 
fibra da casca de coco e areia. A areia é utilizada para facilitar a digestão das 
minhocas (Edwards, 2004) e melhorar a textura do substrato. A fibra de coco 
também é utilizada como fração orgânica, na produção dos solos artificiais 
para testes ecotoxicológicos (Garcia, 2004). 

No caso de adicionar estes materiais ao esterco, a mistura é feita quando todos 
estão secos. Sugerem-se duas partes de esterco para uma parte de pó de fibra 
de coco, acrescentado até 10% do peso em areia fina lavada. Após a mistura, 
é necessário proceder à defaunação conforme descrito na seção 7.6, para eli-
minação de possíveis organismos presentes no alimento. Ainda antes de dis-
ponibilizar o alimento às minhocas é necessário realizar a correção do pH. 
Para que o alimento esteja em condições ideais de sobrevivência e reprodução 
das minhocas, o pH deve estar entre 6,0 e 7,0 (ISO, 1998; OECD, 2004). Para 
medir o pH são necessárias pelo menos cinco amostras de 25 g do alimento, 
onde são adicionadas quantidades crescentes de carbonato de cálcio (CaCO3) 
(ver seção 7.5). Em seguida são adicionados 100 mL de água deionizada e 
deixa-se a amostra em repouso por 24 horas. Após este período, são retirados 
10 mL de cada amostra, para a medição do pH realizada por um peagâmetro 
previamente calibrado.

Após a leitura dos valores de pH, pode ser calculada uma equação de regressão 
semelhante àquela utilizada para o ajuste de pH do solo (ver seção 7.5), para 
auxiliar no cálculo da quantidade necessária de CaCO3 a ser acrescentado ao 
alimento para que atinja o valor desejado de pH. Ao fim desta série de etapas, 
aproximadamente 2.000 mL de água deionizada são adicionadas para cada 
1.000 g de alimento seco. O umedecimento deve ser feito apenas no momento 
da utilização do alimento, de forma lenta até que o mesmo fique homogêneo, 
sem a existência de porções secas. Outros parâmetros do alimento também 
são citados pela OCDE (2004), como a condutividade iônica inferior a 6 mg 
ou 0,5% de concentração de sais, com umidade equilibrada e sem excesso de 
amônia ou urina de animais. Conforme Domínguez e Edwards (2010), em uma 
condição ótima de criação para minhocas E. fetida e E. andrei, o conteúdo de 
amônia deve ser inferior a 1 mg g-1, o teor de sal abaixo de 0,5% e a umidade 
entre 80% e 85%.

A verificação da umidade do alimento deve ser realizada sempre que neces-
sário, através de secagem de amostras em estufa ou por métodos empíricos 
de observação. Nesse sentido, Schiedeck et al. (2006) recomendam apertar 
uma quantidade do alimento na mão e observar as seguintes condições: se 
não escorrer água, o alimento está seco e requer mais umidade; se surgirem 
algumas gotas entre os dedos, a umidade está adequada; mas se houver escorri-
mento de grande quantidade de água pela mão e braço, então se deve suspender 
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o umedecimeto do alimento até que a umidade retorne aos níveis indicados 
(Figura 4.6).

Em alguns laboratórios de ensaios ecotoxicológicos é comum efetuar realimen-
tações ou alimentações suplementares. Essa prática pode servir a diferentes 
propósitos de acordo com o alimento usado, como para o enriquecimento do 
alimento principal, aumento da biomassa das minhocas, produção de casulos e/
ou ainda para estender o prazo de permanência da população nas caixas.

A realimentação é realizada com o próprio alimento principal (ISO, 1998; 
OECD, 2004). A frequência de suplementação alimentar varia conforme a 
necessidade identifi cada no monitoramento semanal de cada caixa de criação 
das minhocas. A conversão do alimento em húmus pela minhoca é entre 60% 
e 70% do volume inicial (Schiedeck et al., 2006), o que pode auxiliar no cál-
culo da quantidade a ser reposta nas caixas. A realimentação pode ser efetuada 
colocando uma nova camada uniforme de alimento dentro da caixa, de forma 
que ocupe o mesmo volume de alimento que já foi consumido. A tendência é 
as minhocas se deslocarem para essa nova camada, facilitando inclusive sua 
retirada das caixas.

A alimentação suplementar, em geral, é feita à base de pellets de alfafa reidra-
tados (ASTM, 2004) ou de uma mistura de aveia em fl ocos e água deionizada 
(Canada, 2004). Esta mistura, muito parecida com um mingau de aveia, é feita 
na proporção 1:1 ou 1:2 em relação ao volume e deve ser fornecida no intervalo 
de uma ou duas vezes por semana. O fornecimento pode ser feito preparando-
-se uma pequena depressão no alimento no centro da caixa e dispondo entre 
5 mL e 10 mL do mingau de aveia no seu interior (Canada, 2004), cobrindo-
-o com uma fi na camada do alimento, para evitar odores e proliferação de 
ácaros. Dessa forma, também se torna mais fácil acompanhar a necessidade 
periódica de reposição do alimento. A cada revisão nas caixas do alimento, 
deve-se remover com uma colher o mingau eventualmente não aproveitado 
pelas minhocas, bem como qualquer formação de bolor e ácaros surgidos na 
superfície.

Após um período entre 2 e 3 meses, é necessário substituir todo o alimento das 
caixas de criação independentemente da população de minhocas e da condição 
do alimento. Nesse momento são separados os casulos, que poderão ser usados 
para iniciar novas caixas de criação, e as minhocas, classifi cadas em adultas 
(com clitelo aparente) e juvenis. Dessa forma, podem-se manter populações 
de minhocas agrupadas em diferentes idades e estádios de desenvolvimento.

As medições de parâmetros biológicos como número de casulos e número e/ou 
biomassa de minhocas podem ser interessantes para aprimorar o processo de 
criação no que diz respeito à densidade populacional, previsão de disponibili-
dade de indivíduos para os ensaios e manejo da alimentação, além do próprio 
estado sanitário da população de minhocas.

Para realizar essa etapa, as minhocas e casulos devem ser separados manu-
almente, de forma a não provocar estresse ou ferimentos. Indivíduos feridos 
ou com aspecto ou comportamento em desacordo com os demais, devem ser 

Figura 4.6. Medida prática da umidade no 
alimento: (A) muito úmido; (B) muito seco; 
(C) umidade adequada. 

Fotos: Gustavo Schiedeck

(A) 

(B) 

(C) 
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removidos e descartados. As minhocas adultas e juvenis devem ser lavadas 
em água deionizada e colocadas em caixas com alimento novo, prontas para 
recebê-las, conforme a seleção efetuada para manter a sincronia da população.

4.1.3.4 Manejo das minhocas e manutenção da criação

Uma questão importante para considerar na criação de E. fetida ou E. andrei, 
é o cuidado para não manter as duas espécies simultaneamente no mesmo 
laboratório, pois pode haver contaminação cruzada das culturas. Casulos e 
filhotes recém-nascidos de uma espécie podem grudar em luvas e utensílios, 
por exemplo, e serem eventualmente transferidos para substratos em que se 
mantém a outra espécie. Como mencionado anteriormente, o cruzamento entre 
as duas espécies gera netos estéreis que pode reduzir a eficiência reprodutiva 
da criação. 

Outra questão importante na criação diz respeito à população de minhocas 
no alimento. Em geral, pouca atenção é dada a fatores como competição por 
espaço e restrição alimentar em minhocários. Porém, existe uma relação de 
dependência entre densidade populacional e competição por espaço e alimento 
que se manifesta mesmo quando as demais condições são ótimas (Domínguez; 
Edwards, 1997) e que pode provocar migrações (Turruela et al., 2002), decrés-
cimo da produção de casulos e atraso na maturidade das minhocas (Klok, 2007).

A densidade populacional ideal para a criação de minhocas encontrada em 
artigos científicos mostra uma grande variação de valores, relacionada a 
aspectos como a espécie e a idade dos indivíduos testados, o tipo e a umidade 
do alimento, a duração e temperatura de desenvolvimento dos ensaios, e uni-
dades de medição. Por exemplo, Domínguez; Edwards (1997), trabalhando 
com E. andrei alimentadas com esterco suíno, verificaram que a densidade de 
inoculação inicial de 8 minhocas juvenis para cada 43,6 g de peso em matéria 
seca de alimento era a mais indicada para a criação. Por sua vez, Garg et al. 
(2008) citam a densidade de 27 a 53 minhocas por kg de alimento à base de 
esterco bovino como a mais favorável para a criação de E. fetida. Naddafi 
et al. (2006) encontraram uma densidade ideal de 1,35 kg de minhocas m-2, 
alimentando E. fetida com lodo de esgoto ativado. Já Ndegwa et al. (2000), 
verificaram que a densidade de 1,6 kg de minhocas por m-2 e a taxa de alimen-
tação de 1,25 kg de alimento por kg de minhoca por dia resultaram na maior 
conversão de alimento em biomassa de E. fetida, enquanto que para a melhor 
transformação do alimento em húmus a taxa de 0,75 kg de alimento por kg de 
minhoca por dia, na mesma densidade, foi mais eficiente.

Os diferentes protocolos de criação de minhocas para os ensaios ecotoxico-
lógicos sugerem alguns índices populacionais. A OECD (1984) indica uma 
relação de 1 kg de biomassa de minhocas para cada 20 kg de alimento. Por sua 
vez, a Environment Canada (Canada, 2004) e a ASTM (2004) recomendam 
uma densidade de minhocas de até 0,03 g de peso vivo para cada 1 cm³ de ali-
mento. Assim, para um alimento com densidade de 0,7 g cm-³, seriam necessá-
rios 4,2 kg para preencher um volume de caixa de 6 L. Desconsiderando ques-
tões como qualidade do alimento, variações de temperatura, idade média da 
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população de minhocas, e adotando um consumo de 1 g de alimento por 1 g de 
biomassa de minhocas, poderiam ser mantidas 180 g de biomassa de minhocas 
nessa caixa (o equivalente a 360 minhocas com massa individual aproximada 
de 500 mg) por um período aproximado de 25 dias sem suplementação ali-
mentar. Isso significa dizer que, para manter essa caixa com uma população 
saudável por cerca de 60 dias, é preciso pensar em algumas estratégias, como 
aumentar o estoque alimentar para 10,8 kg ou reduzir a população de minhocas 
para 140 indivíduos, com 70 g de biomassa viva, bem como fornecer alimen-
tação suplementar (ex. aveia em flocos).

Portanto, para iniciar uma criação sugere-se, para uma caixa de 35 cm x 25 cm 
x 15 cm de profundidade, com 4,2 kg de esterco umedecido a 80-85% H2O, 
inocular 150 casulos de E. fetida ou E. andrei, e incubar a 25 ± 2 °C por 60 
dias, período após o qual os indivíduos estarão adultos e prontos para serem 
usados nos ensaios ecotoxicológicos.

Alternativamente, pode-se usar uma caixa com as dimensões de 38 cm x 25 cm 
x 14 cm (Figura 4.5), com 3,2 kg de substrato (esterco equino, pó de casca de 
coco e areia fina – 1:1:0,1, respectivamente) umedecido a 80-85% H2O, ino-
culado com 100-150 minhocas adultas (com clitelo aparente) por um período 
médio de 30 dias. Após este período, todos os indivíduos adultos devem ser 
retirados do recipiente de criação, sendo mantidos apenas casulos e indivíduos 
recém-nascidos por um período adicional de aproximadamente 60 dias. Após 
este período, as minhocas já serão adultas e estarão aptas para serem utilizadas 
nos ensaios de toxicidade. As condições de temperatura e umidade da sala 
de criação devem ser as mesmas daquelas utilizadas nos ensaios, podendo a 
temperatura variar entre 20 ± 2 °C (regiões de clima temperado), 25 ± 2 °C 
(ABNT, 2014) e 28 ± 2 °C (regiões de clima tropical) (ISO, 2012). Durante 
todo o processo de sincronização, não é oferecida alimentação suplementar, 
sendo esta somente oferecida para as criações de manutenção. Após estes pro-
cedimentos, espera-se obter um número entre 300-400 minhocas adultas, com 
idades semelhantes, aptas para iniciar um ensaio de toxicidade. 

Apresentamos anteriormente duas opções de sincronização de cultivo dessas 
espécies, que disponibilizarão números diferentes de adultos. Cabe a cada 
laboratório escolher o método que funcione melhor considerando as condições 
locais de recursos humanos e materiais disponíveis. O número de caixas de 
sincronização para cada método deve ser dimensionado segundo o número de 
adultos necessários para os ensaios ecotoxicológicos a serem realizados. 

4.1.3.5 Registros de criação

Para melhor controle do processo, é importante que cada caixa de criação seja 
observada semanalmente e possua uma etiqueta de identificação constando os 
seguintes registros, de acordo com a Environment Canada (Canada, 2004): 

1. Data de início da criação e número inicial de casulos/indivíduos.

2. Fonte de alimentação e regime de umedecimento, incluindo o volume adi-
cionado a cada vez.
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3. Data de renovação do alimento, quando realizado.

4. Medidas de atributos do alimento (pH, temperatura, teor de umidade, capa-
cidade de retenção de água e outros).

5. Observações gerais da criação, como comportamento e aparência das 
minhocas, odor característico, localização das minhocas no alimento, ali-
mentos não comidos pelas minhocas, etc.).

É importante salientar que a experiência de cada laboratório deve permitir a 
a realização de adaptações necessárias para tornar a criação mais efi ciente e 
prática de ser conduzida. Embora alguns aspectos aqui mencionados sejam 
inegociáveis, como a correta identifi cação da espécie e ausência de substâncias 
tóxicas ou contaminantes no alimento, outros elementos podem ser perfeita-
mente adequados a cada realidade, como, por exemplo, a dimensão das caixas 
e o tempo para substituição do alimento, entre outros.

4.2 Eudrilus eugeniae

A E. eugeniae, conhecida popularmente como a “gigante Africana”, é uma 
espécie de minhoca da família Eudrilidae originária do Oeste da África, mas 
que se encontra em solos naturais de diversos países tropicais (Blakemore, 
2015). Não obstante, longe de seu local de origem, tende a ser encontrada mais 
comumente em minhocários comerciais do que no solo, devido à sua adap-
tação à criação com fontes de matéria orgânica (especialmente esterco), onde 
é usada frequentemente para geração de isca para a pesca (Domínguez et al., 
2001; James; Guimarães, 2010). 

Apresenta cor púrpura-avermelhada dorsalmente (Figura 4.7), mas sem pig-
mentação ventralmente, e possui poros prostáticos e masculinos combinados 
facilmente visíveis na região posterior do segmento 17 de onde frequentemente 
se estende parcialmente para fora o orgão reprodutor masculino, após fi xação 
em álcool ou formol. O clitelo anelar é nos segmentos 14-18 (Tabela 4.2), sendo, 
portanto, bem mais anterior que nas espécies de Eisenia (segmentos 24-34) que 
possuem clitelo em forma de sela (não anelar). Outra característica marcante da 

4.2.1 Características gerais e identificação

Figura 4.7. A minhoca “gigante Africana” 
Eudrilus eugeniae (abaixo) e a “vermelha da 
califórnia” Eisenia andrei (acima). 
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Tabela 4.2. Características morfológicas externas e internas da espécie Eudrilus eugeniae (Blakemore, 2015).

Caracteres externos
Pigmentação Cor púrpura-avermelhada dorsalmente, mas ausente ventralmente
Comprimento 32-185 mm 
Diâmetro 5-8 mm 
Segmentos 145-211 
Prostômio Epilóbico 
Cerdas Distribuição em forma lumbricina, estreitamente pareadas
Clitelo Nos segmentos 13, 14-18 com forma anular, mais fina ventralmente, podendo parecer forma de sela
Traves pubertais Ausentes
Marcas genitais Ausentes 
Poros dorsais Ausentes
Poros espermatecais Junto com os poros femininos 
Poros femininos Pareados, junto com os poros espermatecais no segmento 14
Poros masculinos Poros prostáticos e masculinos combinados, grandes, na região posterior do segmento 17; grande câmara copulatória 

com pênis 
Caracteres internos
Moela No segmento 5 
Glândula calcífera Sub-esofágica, nos segmentos 10-11; latero-dorsais no segmento 12 
Cêgos intestinais Ausentes; mas 8-42 pares de glândulas supra-intestinais presentes nos segmentos 52-132 
Tiflosol Ausente 
Nefrídeos Sistema holonefridial, em pares, a partir do segmento 4
Corações Nos segmentos 8-11 
Espermatecas Ovisacos modificados no segmento 14 
Ovários Pareados no segmento 13; ovisacos modificados para formar espermatecas 
Sacos testiculares Grandes nos segmentos 10-11 
Vesículas seminais Nos segmentos 11-12
Próstatas Presentes e grandes (até 8 mm); ductos curtos e musculares 

espécie é a presença de grandes próstatas (até 0,8 cm), e um complexo sistema 
reprodutor, incomum em outras espécies de minhocas (Blakemore, 2015). A 
reprodução de E. eugeniae é biparental, e seu ciclo de vida se realiza em 58 a 67 
dias (Figura 4.8), e sua expectativa de vida oscila entre 1 e 3 anos.

É uma espécie de tamanho avantajado em relação a E. andrei (Figura 4.7), 
podendo alcançar até 37 cm de comprimento e 8 mm de diâmetro, com indi-
víduos adultos pesando em média 2,7 g a 3,5 g, podendo alcançar até 6,5 g 
em condições ótimas (Rodríguez et al., 1986; Blakemore, 2015). Apesar de 
ser normalmente considerada uma espécie epigêica, quando presente em solos 
naturais, E. eugeniae pode produzir grandes quantidades de coprólitos (Cook 
et al., 1980), com composição química diferenciada do solo não ingerido, e 
afetar significativamente o crescimento de plantas em vasos (Blakemore, 1997, 
2008). Portanto, ao consumir tanto o solo, quanto restos vegetais ou animais, 
essa espécie possui uma plasticidade ecológica formidável e deve ser conside-
rada epi-endogeica. 
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Reprodução
biparental

Formação de casulo
1 dia

3 a 3,5 casulos/semana

Maturação
40-49 dias± 5 dias

Ciclo de vida a 25 °C
(intervalo ideal 25-30 °C)

Duração 58 a 67 dias
Umidade ideal do
substrato 80% H2O

Eclosão de 2 a 2,7 
indiv./casulo

(75-84% viabilidade)

12 dias

Formação do clitelo
(peso médio adulto 2,7 a 3,5 g)

Figura 4.8. Ciclo de vida de Eudrilus 
eugeniae a 25 °C em esterco animal.
Fonte: Domínguez e Gómez-Brandón (2010); Viljo 
en Reinecke (1989).

E. eugeniae pode se alimentar de uma grande variedade de resíduos orgâ-
nicos agrícolas ou florestais, domésticos e industriais, incluindo restos de 
alimentos humanos, estercos de animais, lodo de esgoto, folhas de árvores, 
aguapés, ervas daninhas, celulose, cinzas, torta de filtro e bagaço de cana de 
açúcar (Neuhauser et al., 1979, 1988; Graff, 1981; Edwards, 1988; Bano; 
Kale, 1988; Gajalakshmi et al., 2001; Suthar; Singh, 2008; Ganesh et al., 
2009; Khwairakpam; Bhargava, 2009a, 2009b; Coulibaly; Bi, 2010; Dharani 
et al., 2010; Alagesan; Vasuki, 2010, Neto et al., 2013). Além disso, possui 
uma alta taxa de crescimento e é bastante prolífica, produzindo 3 a 3,5 casulos 
por semana por indivíduo e 2 a 2,7 indivíduos por casulo, quando cultivada a 
25i°C (Figura 4.8). Portanto, é considerada uma espécie ideal para produção 
de proteína para consumo animal (Edwards, 1988).

± 5 dias

Ciclo de vida a 25 °C
(intervalo ideal 25-30 °C)

Duração 58 a 67 dias
Umidade ideal do substrato 80% H2O

12 dias

Reprodução 
biparental

Formação do clitelo
(peso médio adulto 2,7 g a 3,5 g)

Eclosão de 2 a 2,7 indiv./casulo
(75-84% viabilidade)

Formação de casulo
1 dia

3 a 3,5 casulos/semana

Maturação
40-49 dias

A espécie E. eugeniae pode ser criada usando as mesmas recomendações espe-
cificadas para E. fetida e E. andrei no que diz respeito à obtenção de matrizes, 
aclimatação, sincronização (ver seção 4.1.2) e aspectos gerais da criação 
(seção 4.1.3). A espécie se desenvolve melhor a 25 °C do que a 20 °C, por-
tanto a criação deve ser mantida na temperatura mais alta, visando melhor 
crescimento e produção de casulos. Além disso, como a sincronização e os 

4.2.2 Criação e manutenção de E. eugeniae
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detalhes de criação dessa espécie ainda não foram otimizadas no laboratório, é 
importante que as informações para criação apresentadas a seguir sejam usadas 
com precaução e apenas como um indicativo de como desenvolvê-la nas con-
dições particulares de cada laboratório. Ainda é necessária pesquisa específica 
visando adequar e otimizar a criação de E. eugeniae em pequenas caixas no 
laboratório para produção de matrizes (casulos) e de adultos para ensaios eco-
toxicológicos. 

Como a espécie possui maior taxa de crescimento e maior biomassa individual 
do que E. fetida e E. andrei quando adulta (Graff, 1982), especial atenção é 
necessária em relação ao número de indivíduos a serem colocados em cada 
caixa no início da criação. Para uma criação de 60 dias, visando obter adultos 
a partir de casulos, aproximadamente 25 casulos devem ser inoculados numa 
caixa com 4,2 kg de substrato, em comparação com 150 para E. fetida e E. 
andrei (seção 4.1.3.4.). Além disso, deve-se buscar adequar o tamanho e 
número das caixas, peso do substrato, número de indivíduos inoculados e o 
tempo de incubação a cada realidade, visando alcançar o número de indivíduos 
desejado para os ensaios ecotoxicológicos. 

As principais desvantagens para a criação dessa espécie são a sua intolerância 
a baixas temperaturas ambientais e a estreita margem de temperatura ideal 
para criação (Domínguez et al., 2001). A espécie tende a fugir, caso encontre 
situações ambientais indesejáveis durante o processo de criação, por ser mais 
‘exigente’ às condições de temperatura e umidade do substrato (temperatura e 
umidade) do que E. fetida e E. andrei. A espécie alcança produção máxima de 
biomassa entre 25 °C e 30 °C, mas sua reprodução é menor a 20 °C e 30 °C 
que a 25 °C, e a temperaturas menores que 20 °C apresenta taxa de cresci-
mento e reprodução muito baixas (Loehr et al., 1985; Viljoen; Reinecke, 1992; 
Domínguez et al., 2001). Pode tolerar teores de umidade do substrato entre 
70% e 85%, com um intervalo ótimo de 80-82%. 

A 25 °C, E. eugeniae alcança o amadurecimento sexual em um período entre 
40 e 49 dias, e a taxa de reprodução varia entre 0,42 e 0,51 casulos por minhoca 
por dia (Viljoen; Reinecke, 1989; Reinecke et al., 1992; Reinecke; Viljoen, 
1993; Sivasankari et al., 2013). O período de crescimento dos exemplares 
juvenis e dos adultos pode durar de um mínimo de 56 a um máximo de 154 
dias, dependendo da temperatura e do substrato usado na criação (Neuhauser 
et al., 1979; Rodríguez et al., 1986; Reinecke et al., 1992; Domínguez et 
al., 2001). O tempo de incubação dos casulos oscila entre 11 e 27 dias e o 
número de descendentes médio por casulo varia de 2 a 2,7 indivíduos, com 
uma viabilidade de eclosão de 51% e 84%, dependendo da temperatura de 
criação (Rodríguez et al., 1988; Viljoen; Reinecke, 1989, Reinecke et al., 1992, 
Reinecke; Viljoen, 1993; Parthasarathi, 2007). O crescimento e reprodução da 
espécie respondem negativamente a altas populações no substrato (Reinecke; 
Vijoen, 1993), portanto, deve-se tomar cuidado para não deixar a população 
nas caixas de criação ficar alta demais, ou aumentar o volume do substrato 
(quantidade de alimento), para garantir a qualidade das matrizes para produção 
de casulos para as criações.
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4.3 Perionyx excavatus

A espécie P. excavatus, conhecida popularmente como “violeta do himalaia”, é 
uma minhoca epigêica, pertencente à familia Megascolecidae e provavelmente 
originária da região do Himalaia (Gates, 1972). Pode ser encontrada desde o 
nível do mar até 3000 m de altitude, e Gates (1972) afi rma que, entre todas as 
espécies conhecidas de minhocas, P. excavatus é a que possui a maior tole-
rância a diferentes tipos de clima. Apesar de ser encontrada mais comumente 
em substratos orgânicos (incluindo dentro ou abaixo de troncos podres, em 
plantas epifíticas, na base de bananeiras, na liteira e em acumulações de folhas, 
abaixo de musgos e pedras, em esterco), pode também sobreviver em solo, 
lama, e em terra preta (Gates, 1972).

Esta minhoca possui pigmentação dorsal vermelho violeta com iridescência 
azul (Figura 4.9), e o clitelo, de forma anelar e cor visivelmente diferente 
(frequentemente mais claro), se encontra nos segmentos 13 a 17 (Tabela 4.3), 
portanto, bem anterior à Eisenia fetida e E. andrei. É uma minhoca conside-
rada pequena, com biomassa média de 0,5 g a 0,6 g nos indivíduos adultos, 
que podem medir 4-5 mm de diâmetro e apresentar comprimento médio de 
5-7 cm, embora alguns possam alcançar 18 cm de comprimento (Tabela 4.3). 
P. excavatus possui múltiplas pequenas cerdas em cada segmento, variando em 
número de apenas algumas cerdas nos segmentos antes do clitelo até 54 cerdas 
após o clitelo. Não possui moela ou tifl osole, que condiz com sua alimentação 
principalmente de resíduos orgânicos. Uma de suas características comporta-
mentais e morfológicas principais são a amputação posterior (autotomia) fre-
quente, e uma capacidade impressionante de regeneração, tanto de segmentos 
posteriores, quanto de segmentos anteriores, podendo até regenerar segmentos 
cefálicos e órgãos reprodutores (Gates, 1960). 

4.3.1 Características gerais e identificação

Figura 4.9. Indivíduo adulto da minhoca 
“violeta do himalaia”, Perionyx excavatus. 

Foto: Jorge Domínguez
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P. excavatus é frequentemente encontrada em minhocários, onde pode coexistir 
com outras espécies criadas (dados não publicados2). É uma espécie prolífica, 
com um ciclo de vida de apenas 46-60 dias quando cultivada a 25 °C, e produz 
de 8 a 10 casulos por indivíduo por semana, havendo normalmente apenas um 
indivíduo por casulo (Figura 4.10). Assim como E. fetida, E. andrei e E. euge-
niae, pode ser criada usando uma ampla variedade de substratos orgânicos, 
incluindo resíduos agrícolas, domésticos e industriais (Edwards et al., 1998; 
Chaudhuri; Bhattacharjee, 2002; Khwairakpam; Bhargava, 2009a, 2009b). 
Esta minhoca é considerada uma espécie ideal para condições tropicais, tendo 
capacidade de resistir temperaturas mais variáveis de criação, em comparação 
com E. fetida, E. andrei e E. eugeniae. 

2 Dados não publicados produzidos por G. 
Brown no Laboratório de oligoquetas na Em-
brapa Florestas, Curitiba, PR em 2015.

Tabela 4.3. Características morfológicas internas e externas da espécie P. excavatus (Blakemore, 2002).

Caracteres externos
Pigmentação Dorso anterior vermelho violeta com iridescência azul; lado ventral creme pálido (espermatecas visíveis), 

especialmente nos segmentos 13-17; clitelo pode ser mais escuro ou mais claro
Comprimento 50-180 mm, corpo dorso-ventralmente achatado com cauda ligeiramente mais fina
Diâmetro 2.5-5 mm 
Segmentos 115-178
Prostômio Epilóbico aberto, pequena fossa na parte ventral do peristômio
Cerdas Pequenas, pretas e várias por segmento, desde 2 a 44 no segmento 12 e 40-54 no segmento 20; espaçamento maior 

no dorso
Clitelo Anular nos segmentos 13-17, mas às vezes pode se estender um pouco nos segmentos adjacentes
Marcas genitais Ausentes 
Poros dorsais Presentes
Poros espermatecais Dois pares nos intersegmentos 7/8 e 8/9 na margem anterior dos segmentos: Poros grandes e abertos com sulcos
Poros nefridiais Vistos pouco frequentemente lateralmente, especialmente na região do clitelo 
Poro feminino Único, central e anterior ao arco setal no segmento 14 ou próximo ao intersegmento 13/14
Poros masculinos No segmento 18, intimamente pareados com sulcos profundos em uma depressão de tecido entumescido; cerdas 

peniais presentes no interior de cada sulco
Caracteres internos
Moela Ausente ou rudimentar no segmento (5? ou) 6
Glândula calcífera Presente nos segmentos 10-12; o esôfago é inchado e vascularizado, inclusive no segmento 13 
Cêgos intestinais Ausente
Tiflosol Ausente 
Nefrídeos Holóico, com túbulos óbvios na região clitelar, mas menores na região anterior; vesículas ausentes
Corações Latero-esofágicos ou supra-esofágicos nos segmentos 9-12,13
Espermatecas Dois pares, nos segmentos 8 e 9 com âmpulas bilóbicas, divertículos irridiscentes; duto curto e grosso
Sacos testiculares Funis testiculares pareados nos segmentos 10 e 11
Vesículas seminais Nos segmentos 9-12
Próstatas Grandes, esféricas e racemosas, no segmento 18
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Reprodução
biparental

Formação de casulo
1 dia

3 a 3,5 casulos/semana

Maturação
40-49 dias± 5 dias

Ciclo de vida a 25 °C
(intervalo ideal 25-30 °C)

Duração 58 a 67 dias
Umidade ideal do
substrato 80% H2O

Eclosão de 2 a 2,7 
indiv./casulo

(75-84% viabilidade)

12 dias

Formação do clitelo
(peso médio adulto 2,7 a 3,5 g)

Figura 4.10. Ciclo de vida de P. excavatus 
a 25 °C em esterco animal.
Fonte: Domínguez e Gómez-Brandón (2010); 
Hallatt et al. (1990).

Ciclo de vida a 25 °C
(intervalo ideal 20-35 °C)

Duração 46 a 60 dias
Umidade ideal do substrato 80% H2O

18 dias

Reprodução
biparental,  

auto-fecundação ou 
partenogênse

Formação do clitelo
(peso médio adulto 0,5 g a 0,6 g)

Eclosão de 2 a 2,7 indiv./casulo
(75-84% viabilidade)

Formação de casulo
7,7 a 9,8 casulos/semana

Maturação
28-42 dias

A espécie P. excavatus pode ser criada usando as mesmas recomendações 
especificadas para E. fetida e E. andrei no que diz respeito à obtenção de 
matrizes, aclimatação, sincronização (ver seção 4.1.2) e aspectos gerais da 
criação (seção 4.1.3). Contudo, como a sincronização e os detalhes de criação 
dessa espécie ainda não foram aprimoradas em laboratório, é importante que 
as seguintes informações para criação sejam usadas com precaução e apenas 
como um indicativo de como desenvolvê-la nas condições particulares de cada 
laboratório. Ainda é necessária pesquisa específica visando adequar e aper-
feiçoar a criação de P. excavatus em pequenas caixas no laboratório, visando 
produção de matrizes (casulos) e de adultos para ensaios ecotoxicológicos. 

Para uma criação de 60 dias, visando obter adultos a partir de casulos, aproxi-
madamente 100 casulos devem ser inoculados numa caixa com 4,2 kg de subs-
trato, seguindo as mesmas recomendações usadas para a criação de E. fetida 
e E. andrei (seção 4.1.3.4). Além disso, deve-se adequar o tamanho e número 
das caixas, peso do substrato, número de indivíduos inoculados e o tempo de 
incubação a cada realidade, visando alcançar o número de indivíduos desejado 
para os ensaios ecotoxicológicos. 

A espécie alcança produção máxima de biomassa entre 20 °C e 30 °C, sendo 
a sua reprodução menor a 15 °C do que a 20 °C e 25 °C (Edwards et al., 

4.3.2 Criação e manutenção de P. excavatus
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1998). Portanto, temperaturas menores que 20 °C devem ser evitadas para 
reduzir efeitos negativos na taxa de crescimento e reprodução. P. excavatus 
pode sobreviver a baixas temperaturas (4 °C), sendo menos susceptível que E. 
eugeniae, E. fetida e E. andrei a temperaturas elevadas (> 30 °C). Pode tolerar 
teores de umidade do substrato entre 70% e 85%, com um intervalo ótimo de 
80-82% (Halllatt et al., 1992; Singh et al., 2004).

A 25 °C, P. excavatus pode alcançar amadurecimento sexual em apenas 20 
a 28 dias após eclosão do casulo, mas a taxa de reprodução varia entre 0,12 
e 3,5 casulos por minhoca por dia, dependendo do substrato e da tempera-
tura (Kale et al., 1982; Reinecke et al., 1992; Edwards et al., 1998; Hallatt 
et al., 1990, Bhattacharjee; Chaudhuri, 2002; Joshi; Dabral, 2008). O tempo 
de incubação dos casulos é de 15-21 dias e o número de descendentes por 
casulo varia de 1 a 1,3 indivíduos, com uma viabilidade de eclosão de 48% a 
90%, dependendo da temperatura de criação (Reinecke et al., 1992; Edwards 
et al., 1998; Bhattacharjee; Chaudhuri, 2002; Birundha et al., 2013). O cresci-
mento e reprodução da espécie respondem negativamente a altas populações 
no substrato (Reinecke; Reinecke, 1994). Assim, deve-se tomar cuidado para 
não deixar a população nas caixas de criação aumentar demais, ou então deve-
-se adicionar volume extra do substrato (quantidade de alimento) para garantir 
a qualidade das matrizes para produção de casulos para as criações.

4.4 Pontoscolex corethrurus

A espécie P. corethrurus (Figura 4.11) pertence à família Rhinodrilidae (James, 
2012). Esta espécie é conhecida regionalmente como “minhoca-mansa”, mas 
também foi chamada de “minhoca de rabo-de-escova” pelo Dr. Fritz Müller, 
naturalista alemão residente em Blumenau, SC, que descreveu a espécie 
(Müller, 1857), devido ao tamanho e à disposição de cerdas na região posterior 
do corpo (Figura 4.12). 

Vive em regiões tropicais, sendo provavelmente nativa do Planalto Guianense 
(Righi, 1984), mas atualmente possui ampla distribuição na região sub-tro-
pical e tropical, sendo ubiquista, adaptando-se bem a diferentes condições 
ambientais (Lavelle et al., 1987; Garcia; Fragoso, 2002; Brown et al., 2006). 
É amplamente tolerante a variações nas propriedades físico-químicas do solo, 
e a diferentes temperaturas e umidades do solo (Lavelle et al., 1987). Pode 
ser encontrada nos mais variados tipos de solos; desde solos arenosos a solos 
argilosos e pesados de terra vermelha ou preta, bem como em lugares muito 
úmidos tais como pântanos, ou em solos secos como aqueles encontrados em 
topos de morros (Vannucci, 1953). 

Esta espécie é endogêica e geófaga, vivendo principalmente no solo superfi cial 
até 30 cm de profundidade, mas em casos excepcionais (solos arenosos) pode 

4.4.1 Características gerais e identificação
Figura 4.11. Vista geral externa da espécie P. 
corethrurus. 

Foto: Marie Luise Carolina Bartz

Figura 4.12. Aparência e distribuição quin-
côncio das cerdas posteriores (seta branca) 
de um indivíduo juvenil (recém-nascido) de 
P. corethrurus. 

Foto: Andressa Cristhy Buch
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ser encontrada até 1 m de profundidade (Steffen et al., 2018). Consegue assi-
milar facilmente a matéria orgânica do solo, mesmo em solos muito pobres, 
possuindo grande habilidade para colonizar diferentes habitats (Lavelle et 
al., 1987; Marichal et al., 2010). Também já foi encontrada em bromélias e 
em acumulações de matéria orgânica em árvores nas ilhas Caribenhas (Buch 
et al., 2011). É facilmente encontrada em locais com grande quantidade de 
matéria orgânica e locais úmidos, porém há dificuldades em se coletar em 
meses mais frios ou secos, quando a espécie entra em estivação, enrolando-
-se em um nó, às vezes em uma câmara de diapausa, para conservar umidade 
(Vanucci, 1953). 

A P. corethrurus é abundante em ecossistemas perturbados como agroecos-
sistemas e florestas secundárias, sendo encontrada em densidades maiores 
que 400 indivíduos m-2 em pastagens (Nunes et al., 2006). Possui reconhecida 
importância para os processos no solo (Taheri et al., 2018a), alterando suas 
propriedades físicas (por ex.: agregação, porosidade), concentrando nutrientes 
nos coprólitos (Bernardes; Kiehl, 1995; Barois et al., 1999; Bartz et al., 2010; 
Hernández-Castellanos, 2010), e favorecendo o crescimento vegetal e a pro-
dução agrícola (Brown et al., 1999). 

Externamente P. corethrurus apresenta quatro aberturas no corpo (Tabela 4.4): 
nefridióporos, ou seja, os poros excretores do tipo holonefridial (um par de 
nefrídeos por segmento); os poros masculinos (cuja posição varia geralmente 
entre famílias), na porção final do vaso deferente, macroscópicos e pré-clite-
lares; os poros femininos, localizados no segmento 14 (Righi, 1984); e os poros 
prostáticos, os quais nem sempre estão presentes na família Rhinodrilidae. O 
clitelo, formação glandular da epiderme, associado à produção de casulos está 
situado nos segmentos 15-23 (=9 segmentos), apresentando forma de sela. A 
espécie tem reprodução assexuada, por meio de partenogênese, ou seja, uma 
minhoca consegue produzir casulos sem nunca haver copulado com outra 
(Gates, 1973). Apresenta o corpo despigmentado com 90-220 segmentos, e o 
comprimento varia entre 4,6 cm e 12 cm, o diâmetro entre 3 mm a 6 mm e a 
biomassa de um adulto pode estar entre 0,36 g e 3,5 g (Blakemore, 2002; Buch 
et al., 2011). Uma das características morfológicas mais marcantes da espécie 
é a presença de cerdas em distribuição alternada na região posterior do corpo, 
numa forma chamada de quincôncio (Figura 4.12). 

Os casulos, de tamanho e forma parecida às pérolas, são brancos ou translú-
cidos quando depositados e com o tempo de incubação vão se tornando cada 
vez mais rosados, ficando totalmente rosados com o embrião completamente 
formado, sendo este visível dentro do casulo justo antes de nascer (Buch et al., 
2011). O tempo de incubação dos casulos comumente varia entre 25-35 dias, 
mas pode durar de 21 até 52 dias, dependendo principalmente da umidade e 
temperatura do solo (Lavelle et al., 1987; Zhang et al., 2008; Buch et al., 2011). 
O peso dos casulos varia entre 20-78 mg e depende do tamanho do adulto que 
o depositou (Buch et al., 2011). Cada casulo normalmente contém apenas um 
embrião (muito excepcionalmente >1; Bhattachararjee; Chaudhuri, 2002), e 
ao nascerem, os juvenis possuem entre 60-90 segmentos (Nair et al., 2009). O 
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crescimento do juvenil é rápido, o qual pode chegar a ingerir 3 a 5,5 vezes seu 
peso diário, mas ao alcançar maturidade sexual, sua taxa de ingestão diminui 
para aproximadamente 1,5 a 3 vezes o peso dia-1 (Lavelle et al., 1987). 

P. corethrurus possui uma região caudal com leve engrossamento de até 10 
segmentos, cuja função ainda não está bem definida (Righi, 1990), mas acre-
dita-se que possa estar envolvida nos processos de regeneração (Eisen, 1896; 
Gates, 1973; Righi, 1990). De fato, durante o processo de desenvolvimento 
da espécie, pode haver adição de segmentos (Nair et al., 2009), especialmente 
após momentos de diapausa (Hamoui, 1991b). Em coletas no campo, também 
são frequentes as visualizações de indivíduos apresentando regeneração de 
segmentos posteriores (Blakemore, 2002). 

Assim como E. andrei, P. corethrurus apresenta diversidade críptica (Cunha 
et al., 2014; Taheri et al., 2018b), por isto, é importante que seja feita uma 
boa identificação morfológica (Tabela 4.4), concomitante com uma avaliação 
genética dos exemplares que serão usados para criação, ou aqueles coletados 

Tabela 4.4. Características morfológicas externas e internas da espécie P. corethrurus (Righi, 1990; Blakemore, 2002). 

Caracteres externos
Pigmentação Ausente 
Comprimento 46-120 mm 
Diâmetro 3-6 mm 
Segmentos 90-222; último segmento às vezes retraído dentro do corpo 
Prostômio Tentacular (como probóscide) 
Cerdas Anteriormente em organização lumbricina; os pares se distanciam em segmentos alternados posteriormente, 

eventualmente alcançando uma organização quincunx, na qual apresentam uma forma alternada (Figura 4.12); as 
cerdas na região posterior são bastante grandes, em forma de dentes finos

Clitelo Nos segmentos 15-23, em forma de sela
Traves pubertais Bandas pareadas, longitudinais nos segmentos 29-32
Marcas genitais Nos segmentos 14 e 28-32 
Poros dorsais Ausentes 
Poros espermatecais Nos segmentos 6/7, 7/8, 8/9, pequenos, de visualização difícil 
Poros nefridiais Visíveis e evidentes, iniciando nos segmentos 2-4 
Poros femininos No segmento 14 
Poros masculinos Ausentes ou pequenos, no segmento 20/21
Caracteres internos

Moela No segmento 6 
Glândula calcífera Três pares, nos segmentos 7-9, em forma de folha achatada 
Cêgos intestinais Ausentes 
Tiflosol Início nos segmentos 21-25 com forma lamelar simples; fim nos segmentos 107-138 
Nefrídeos Vesiculares, com bexigas em forma ovóide 
Corações Nos segmentos 10 e 11 vazios, em 11 cobertos pelos sacos testiculares 
Espermatecas Três pares, nos segmentos 7-9 
Sacos testiculares Longitudinais no segmento 11
Vesículas seminais Ausentes ou pareados no segmento 12, estendendo posteriormente até os segmentos 20-22
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no campo para testes ecotoxicológicos. A avaliação genética pode ser feita 
usando o código de barras do DNA (DNA barcode), sequenciando uma parte 
do gene Citocromo Oxidase I, usando primers específicos disponíveis na 
literatura (Folmer et al., 1994), e para serem considerados como a espécie 
P. corethrurus os indivíduos analisados devem pertencer ao agrupamento da 
linhagem L1 descrita em Taheri et al. (2018b) e James et al. (2019). Deve-se 
preferivelmente usar uma população clonal (geneticamente homogênea) para 
os testes ecotoxicológicos, visando minimizar potenciais diferenças entre 
clones ou linhagens genéticas da espécie (Lowe; Butt, 2007). 

P. corethrurus pode ser criada em diversos tipos de substratos, inclusive em 
solo natural com ou sem adição de matéria orgânica (Vanucci, 1953; Guerra; 
Bezerra, 1989; Hamoui, 1991a; Bernardes; Kiehl, 1993, 1994, 1997; Bernardes 
et al., 1998; Senapati et al., 1999; Bhattachararjee; Chaudhuri, 2002; García; 
Fragoso, 2003; Pashanasi, 2007; Chaudhuri; Bhattachararjee, 2011; Nath; 
Chaudhuri, 2014; Ayala; Barois, 2016) e em solo artificial (por exemplo, SAT; 
Buch et al., 2011). O ciclo de vida desta espécie pode ser completado em cerca 
de três a quatro meses (Figura 4.13), mas pode demorar até mais de 12 meses, 
dependendo do substrato, da umidade e temperatura. A 20 °C o ciclo de vida 
é muito mais longo (12 meses; Hamoui, 1991a; Buch et al., 2011) de que a 
27 °C (3 a 4 meses; Lavelle et al., 1987), portanto, essa temperatura maior 

4.4.2 Criação e manutenção de P. corethrurus

Reprodução
partenogenética

Formação de casulo
± 4 dias

0,6 - 1,9 casulos/semana

± 30 dias

± 30 dias

Ciclo de vida a 27 °C (intervalo ideal de 20-30 °C)
Duração 4,5 a 5,5 meses

Umidade do solo na capacidade de campo 

Eclosão de 1 
indiv./casulo

(78-97% 
viabilidade)

Maturação
82 a 108 dias

Formação do clitelo (peso 
médio adulto 0,5 a 0,6 g)

Figura 4.13. Ciclo de vida da es-
pécie de minhoca P. corethrurus 
a 27 °C (Lavelle et al., 1987). 
Modificado de Buch (2010). 

Ciclo de vida a 27 °C (intervalo ideal de 20-30 °C)
Duração 4,5 a 5,5 meses

Umidade do solo na capacidade de campo 

Maturação
82 a 108 dias

Reprodução
partenogenética

Eclosão de 1 indiv./casulo
(78-97% viabilidade)Formação do clitelo  

(peso médio adulto 0,5 g a 0,6 g)

Formação de casulo
± 4 dias

0,6 - 1,9 casulos/semana

± 30 dias

± 30 dias

Cocoon
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deve ser preferida para a criação. A espécie é de fácil manutenção e criação no 
laboratório, e os indivíduos nascidos podem ser mantidos e criados em solo 
natural por 3 anos ou mais em incubadoras no laboratório (dados não publi-
cados3). Para manutenção de indivíduos em longo prazo, o procedimento mais 
importante consiste em manter o substrato com suficiente alimento e renovar o 
substrato periodicamente. 

Como a espécie é partenogenética, sua reprodução independe de cópula entre 
indivíduos. Cada indivíduo pode produzir entre 0,6 e 1,9 casulos por semana a 
27 °C (Figura 4.13), dependendo da umidade e da qualidade do solo/substrato 
de criação (Lavelle et al., 1987). Contudo, outros autores constataram que um 
indivíduo pode gerar um total de 118 a 247 casulos por ano, ou seja, entre 
2,25 e 4,75 casulos por semana (Arunachalam, 1978; Baskaran et al., 1986; 
Bhattachararjee; Chaudhuri, 2002). 

A reprodução e o crescimento das minhocas são mais altos na presença de 
matéria orgânica adicional no substrato (Bernardes; Kiehl, 1997), mas a pro-
porção de matéria orgânica não deve ultrapassar 50% (em volume) (Senapati et 
al., 1999; Ayala; Barois, 2016). Quando esterco bovino é usado como alimento 
para a criação de P. corethrurus, a proporção a ser adicionada não deve superar 
20-25%, pois maiores proporções podem levar à mortalidade dos indivíduos 
inoculados (Baskaran et al., 1986). Contudo, Guerra; Bezerra (1989) obser-
varam um grande aumento na população e baixa mortalidade (5-13%) de P. 
corethrurus criado em esterco de ave puro. Na mistura de solo:esterco bovino, 
em proporção 1:1, também houve grande aumento na população, e mortalidade 
um pouco maior (17-23%). Em temperaturas de 24-27 ºC, a reprodução e o 
crescimento das minhocas são mais altos que em temperaturas menores ou 
maiores (Lavelle et al., 1987; Zhang et al., 2008). Do mesmo modo, a espécie 
parece preferir teores de umidade do substrato no nível ou acima da capacidade 
de campo (Lavelle et al., 1987), nas quais tanto o crescimento quanto a repro-
dução são maiores. 

Por exemplo, observou-se um aumento de 13 vezes no número de indivíduos 
de P. corethrurus após 60 dias de incubação em uma mistura de 75% solo de 
floresta secundária e 25% de serragem compostada (proporção em volume), 
quando mantidas a capacidade de campo e temperaturas entre 24 °C e 29 °C 
(Senapati et al., 1999). Já, Bernardes e Kiehl (1993, 1997) observaram um 
aumento menor (5 vezes) ou equivalente (13 vezes) no número de indivíduos 
inoculados em suas culturas no laboratório, após 90 dias de incubação em dois 
solos (Latossolo Vermelho Amarelo e Latossolo Vermelho Escuro) com adição 
de 1,8% a 2,7% de esterco (proporção em massa), mantidos a 60% da capa-
cidade de campo e 25 °C. Contudo, os indivíduos produzidos nesse período 
de tempo são juvenis e precisam de 2-3 meses adicionais para se tornarem 
adultos (Senapati et al., 1999). Portanto, criações massais de P. corethrurus 
para ensaios ecotoxicológicos são possíveis, mas produzirão menos indivíduos 
e demandam mais tempo e mão de obra do que criações de espécies epigêicas 
como E. andrei, E. eugeniae ou P. excavatus. 

3 Dados não publicados produzidos por G. 
Brown no Laboratório de entomologia na 
Embrapa Soja, Londrina, PR em 2002-2005.
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Apesar de não ser efetivamente comprovada a reprodutibilidade dos seguintes 
resultados, detalha-se, a seguir, um método simples de criação dessa espécie 
proposto por Senapati et al. (1999) e Pashanasi (2007), com algumas modifica-
ções. Esse método deve ser considerado apenas como um indicativo de como 
realizar uma criação desta espécie, e adaptações poderão serão necessárias 
dependendo das condições ambientais e laboratoriais presentes em cada local. 
Para maiores detalhes e descrição de como criar essa espécie, favor referir-se 
as publicações de Senapati et al. (1999), Pashanasi (2007) e Nath (2009). 

Em caixas com dimensões de 60 cm x 40 cm (ou de 50 cm x 50 cm) e 15 cm a 
20 cm de altura, colocar até uma altura de 10 cm uma mistura de solo natural 
e esterco bovino ou equino curtido ou serragem pré-compostada, na proporção 
de 3:1 (em volume), respectivamente. O solo deve ser preferencialmente de 
um local onde a espécie já é encontrada naturalmente, e depois de coletada 
a camada superior (0-10 cm), o solo deve ser peneirado e seco ao ar, para 
remover as minhocas e casulos presentes. 

O esterco deve ser preferivelmente de animais criados em sistema orgânico de 
produção e/ou não conter resíduos de nematicidas, acaricidas ou hormônios 
(seguir recomendações da seção 4.1.3.3). O material orgânico deve estar livre 
de urina e/ou ser pré-curtido com compostagem usando métodos tradicionais 
(regado com água abundante e virado pelo menos 3 vezes por semana) por pelo 
menos 3 semanas. Após esse período o esterco deve ser seco a 40 °C, moído 
(<2 mm), e re-umedecido, pois esse processo aumentará a palatabilidade do 
material para as minhocas (Lowe; Butt, 2007). 

A serragem deve ser também pré-compostada por um tempo mínimo de 30 dias, 
para que não fermente e gere demasiado calor, o que pode matar as minhocas. 
No caso da serragem usada por Pashanasi (2007), o material era proveniente 
de árvores serradas da floresta amazônica peruana, e havia sido depositada em 
pilhas ao ar livre por pelo menos 6 meses. 

Determinar a capacidade de retenção de água do substrato (veja seção 7.4), 
para poder calcular a quantidade de água necessária a adicionar nas caixas de 
criação. 

Coletar o número de minhocas suficiente para iniciar a criação (esse número 
deve ser calculado prevendo o número de caixas desejadas), preferivelmente 
em um lugar aonde sejam abundantes. É importante que também sejam todas 
do mesmo local, preferivelmente de uma área pequena (menor que 10 m2), 
para diminuir a possibilidade de coletar exemplares de linhagens distintas de 
P. corethrurus, que às vezes podem ocorrer no mesmo local (comunicação 
pessoal4). Deve-se cultivar em laboratório um único clone ou linhagem dessa 
espécie, pois não se sabe ao certo ainda se existem diferenças comportamentais 
e biológicas entre as linhagens de P. corethrurus, que poderiam afetar os resul-
tados dos testes ecotoxicológicos. Ao coletar as minhocas no campo, colocá-las 
em potes de plástico de 2 L com o substrato que será utilizado para a criação, 
para que estas comecem a se adaptar a esse substrato e, assim, esvaziem o 
solo do local de coleta de seus intestinos. Vinte indivíduos adultos podem ser 

4 Notícia fornecida por Luís Cunha no Labo-
ratório de genética da Embrapa Florestas em 
Curitiba, em fevereiro de 2017.
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colocados em aproximadamente 1 kg desse solo por até 2 semanas, enquanto 
se preparam as caixas de criação (ver seção 5.1). Não se recomenda esperar 
mais do que 3 semanas para iniciar a criação após a coleta das minhocas (Fründ 
et al., 2010). 

Inocular 40 indivíduos adultos (equivalente a uma biomassa de aproximada-
mente 20 g) em cada caixa com o substrato. Usar apenas minhocas que não 
estiverem machucadas e que não demonstram aspecto comportamental ou 
morfológico anormal (ver seção 4.1.2) (Fründ et al., 2010). 

Adicionar água à mistura até alcançar a umidade correspondente à capacidade 
de campo do substrato (medida anteriormente). Tampar a caixa (após fazer 
pequenos furos na tampa) e colocar em ambiente com temperatura controlada 
(por exemplo incubadora) a 26 ± 2 °C. Periodicamente, verificar a umidade do 
solo na caixa para evitar que se seque demais (especialmente se estiver dentro 
de uma incubadora). 

Após 5 meses, retirar o solo e os adultos, que devem ter atingido o número de 
pelo menos 400 a 500 indivíduos (Senapati et al., 1999), o suficiente para fazer 
40-50 réplicas num ensaio ecotoxicológico. Portanto, é necessário dimensionar 
o número de caixas de incubação com P. corethrurus de acordo ao número de 
indivíduos necessários para o ensaio ecotoxicológico, e começar a incubação 
com 5 meses de antecedência ao início do ensaio. 

4.5 Amynthas gracilis

Apesar de ter sido descrita por Kinberg (1867), a partir de espécimes coletados 
no Jardim Botânico do Rio de Janeiro, a espécie A. gracilis é uma minhoca 
exótica no Brasil, sendo originária da Ásia, provavelmente da China (Gates, 
1972). Pertence à família Megascolecidae, na qual não há espécies nativas no 
Brasil (Righi, 1997). 

Amynthas gracilis tem sido frequentemente chamada por seus sinônimos 
júniores A. hawayanus ou Pheretima hawayana, vulgarmente conhecida como 
a minhoca ‘saltadora’, ‘puladeira’ ou ‘louca’ (Vanucci, 1953). Pode ser con-
fundida com A. corticis, mas esta última possui quatro pares de espermatecas 
e cor mais esverdeada dorsalmente quando viva, enquanto A. gracilis tem três 
pares de espermatecas e tende a ter tom marrom escuro com reflexos violetas, 
dorsalmente quando viva (Figura 4.14, Tabela 4.5). Na região ventral, ambas 
as espécies possuem cor branca leitosa. Outras características morfológicas 
externas marcantes são o clitelo anelar bastante evidente nos segmentos 14-16, 
o poro feminino único no segmento 14, e as cerdas com distribuição periqui-
tina, dando a volta completa em cada anel do corpo, chegando até 56 cerdas 
por segmento. Internamente, uma das características usadas para distinguir 

4.5.1 Características gerais e identificação
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Figura 4.14. Exemplar de A. gracilis num 
tronco podre em fl oresta atlântica secundária, 
Londrina, PR. 

Tabela 4.5. Características morfológicas externas e internas da espécie A. gracilis (Blakemore, 2002).

Caracteres externos
Pigmentação Presente, com iridescência metálica 
Comprimento 56-156 mm 
Diâmetro 3-6 mm 
Segmentos 70-101 
Prostômio Epilóbico 
Cerdas Com distribuição tipo periquitina, dando toda a volta no corpo em cada segmento (até 56 cerdas por segmento), mas 

ausentes no clitelo
Clitelo Anular, nos segmentos 14-16 
Traves pubertais Ausentes 
Marcas genitais Geralmente presentes, como pequenos discos pareados, nos segmentos 6-9 e 18 
Poros dorsais Presentes, começando nos segmentos 10-11 
Poros espermatecais Três pares, nos segmentos 5/6 a 7/8, pequenos 
Poro feminino Único, no meio do segmento 14 (ventral) 
Poros masculinos Pareados, pequenos no segmento 18 
Caracteres internos

Moela Nos segmentos 8-9 
Glândula calcífera Ausente
Cêgo intestinal Começa no segmento 28 e estende para a frente até o segmento 24; forma simples, às vezes com lóbulos dorsais ou 

ventrais
Tifl osol Rudimentar ou ausente até o segmento 41 e de 41-64 mais largo, mas com interrupções
Nefrídeos Do tipo micronefrídeo, com muitos por segmento, ora desembocando para o exterior, ora para o interior, no intestino
Corações Nos segmentos 8-13, podendo ser laterais e latero-esofágicos 
Espermatecas Três pares de tamanho médio a grande, nos segmentos 6-8; ducto fi no, mais curto que a âmpula e divertículo presente
Sacos testiculares Nos segmentos 10-11, não pareados e ventrais 
Testículos Nos segmentos 11-12, tamanho médio a grande 
Próstatas Nos segmentos 16-24, com dutos musculares, 3-5 mm de comprimento

Foto: George Gardner Brown
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A. gracilis de outras espécies do gênero, ou de outros gêneros, é a localização 
das espermatecas (nos segmentos 6-8 em A. gracilis) e a forma e localização 
dos cegos intestinais. Para maiores informações, existem dois excelentes 
trabalhos que, apesar de relativamente antigos, estão escritos em português, 
sobre a morfologia de A. gracilis (Araújo, 1962; Righi, 1966). Um manual 
ilustrado, com chave de identificação de espécies exóticas comuns da família 
Megascolecidae, incluindo A. gracilis, foi publicado recentemente por Chang 
et al. (2016). 

É uma espécie de tamanho intermediário, alcançando até 15 cm de compri-
mento (Tabela 4.5), em locais com bastante matéria orgânica. O diâmetro varia 
de 3-6 mm e sua biomassa individual pode chegar a >2,5 g (Senapati, 1992), 
sendo consideradas excelentes iscas para a pesca (James; Guimarães, 2010). 
Os nefrídeos, aparelhos excretores da minhoca, são muito pequenos e nume-
rosos em A. gracilis, sendo que alguns abrem para o exterior e outros para o 
tubo digestivo (Righi, 1966). A descarga da excreta, especialmente em forma 
de amônia, para dentro do tubo digestivo é interpretada como uma forma de 
conservação de água na minhoca (Bahl, 1947). Esta pode contribuir significa-
tivamente para o aumento do pH e a concentração de nutrientes nos coprólitos 
e no solo com atividade dessa espécie (Peixoto; Marochi, 1996; Bartz et al., 
2010b).

Na região Sul do Brasil, pode ser encontrada no solo e se reproduz o ano todo 
(Chang, 1997). Apesar de ser uma espécie amplamente distribuída no mundo 
(Gates, 1972; Blakemore, 2002), sua biologia é pouco conhecida, não havendo 
muitos trabalhos publicados sobre o tema. A espécie tem reprodução sexuada 
e os casulos são muito pequenos (Gates, 1972), normalmente contendo um 
indivíduo por casulo (Senapati, 1992), mas pode ser encontrado maior número 
(Selden et al., 2005). Supõe-se que os casulos eclodem em 15-30 dias e que 
o tempo para alcançar a maturidade sexual seja de 30-95 dias (Selden et al., 
2005; Senapati, 1992). 

É ubiquista, sendo encontrada frequentemente em ecossistemas perturbados 
como agroecossistemas, solos urbanos e florestas secundárias (Brown et al., 
2006; Ressetti, 2006). Na região de São Paulo, há mais de 80 anos atrás, já era 
considerada a espécie mais abundante na zona urbana, supostamente substi-
tuindo a P. corethrurus, à medida que avançava a urbanização (Vanucci, 1953). 
Não obstante, pode também ser abundante em lavouras de plantio direto e 
mata secundária, alcançando densidades populacionais superiores a 100 indi-
víduos m-2 (Tanck et al., 2000; Brown et al., 2003; Azevedo et al., 2010). A 
espécie possui ampla tolerância a diferentes temperaturas e umidade do solo, 
podendo estar ativas no solo de 10 °C até 40 °C, e em baixas condições de umi-
dade nas quais outras espécies (por ex., P. corethrurus) estão em quiescência 
ou diapausa (dados não publicados5). 

A espécie é vista frequentemente na superfície do solo, tanto de dia (dados 
não publicados6), quanto de noite (Chuang et al., 2004). Devido a esse com-
portamento, é frequentemente coletada em armadilhas de queda (pitfall traps; 
Fernandes et al., 2010; comunicação pessoal7). Também responde bem a pulsa-

5 Dados não publicados produzidos por G. 
Brown na Embrapa Soja, Londrina, PR em 
2002-2005.
6 Dados não publicados produzidos por G. 
Brown na Embrapa Soja, Londrina, PR em 
2005, e na Embrapa Florestas, Colombo, PR, 
em 2008, 2009, 2013 e 2016.

7 Notícia fornecida por Ricardo Ott, no Curso 
de Taxonomia de Oligoquetas, em Curitiba, 
PR, em março de 2014.
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ções elétricas no solo e a soluções irritantes, subindo rapidamente à superfície 
do solo com aplicações de formol diluído, solução de mostarda, detergente e 
extrato de cebola (Ressetti et al., 2008; Azevedo et al., 2010; Steffen et al., 
2013). 

Alguns autores consideram a espécie como anécica (Herrera; Mischis, 2007b), 
endogêica (Kaplan et al., 1980b), epigêica (Barois, 1992) ou epi-endogêica, 
mas por seu hábito alimentar, pigmentação e distribuição no solo, deve ser 
considerada epi-endogêica (Brown; James, 2007; Falco; Momo, 2010). 
Normalmente é encontrada nos primeiros 10 cm superficiais do solo, mas 
também pode ser encontrada em camadas mais profundas, dependendo da 
época do ano, que determina as condições hídricas e temperatura do solo. Em 
condição de solo mais seco, pode ser encontrada em maior profundidade (por 
ex., 20-30 cm). Esta espécie prefere ambientes com maiores teores de matéria 
orgânica e menores teores de areia (Vanucci, 1953), e se alimenta de materiais 
mais frescos, em estágio inicial de decomposição, que podem ser usados na 
criação da espécie em cativeiro. Em vários lugares da Argentina e do Brasil, 
tem sido observada em troncos podres (Figura 4.14), em baixo de pedras, na 
serapilheira, debaixo de musgos, margens de cursos d’água e na margem de 
brejos (dados não publicados8; Herrera; Mischis, 2007b). O conteúdo intestinal 
normalmente é uma mistura de solo com abundantes fragmentos de matéria 
orgânica de fina granulometria, fibras e pedaços de vegetais. 

A atividade bioturbadora de A. gracilis no solo pode aumentar a estabilidade 
de agregados, a macroporosidade do solo (Falco; Coviella, 2016), além da 
infiltração de água no solo, a condutividade hidráulica e a capacidade de 
retenção de água no perfil do solo (Kobiyama, 1994; Peixoto; Marochi, 1996), 
contribuindo, assim, para o crescimento de espécies florestais (Kobiyama et 
al., 1995; Maschio, 2012) e a produtividade agrícola de lavouras sob sistema 
de plantio direto (Peixoto; Marochi, 1996).

8 Dados não publicados produzidos por G. 
Brown na Embrapa Soja, Londrina, PR em 
2003 a 2005 e na Embrapa Florestas, Colom-
bo, PR, em 2006 a 2015.

A. gracilis sobrevive bem a baixas ou altas temperaturas (5 °C a 33 °C), mas 
o cultivo deve ser realizado preferivelmente de 25-29 °C, onde o crescimento 
é mais rápido (Hartenstein et al., 1980; Kaplan et al., 1980b). Assim, como 
P. corethrurus, a espécie A. gracilis pode ser criada em laboratório usando 
uma mistura de solo e resíduos vegetais e/ou animais. Contudo, ao contrário 
da espécie anterior, deve haver separação entre o solo e o alimento (James; 
Guimarães, 2010), já que essa espécie sobe à superfície do solo para se ali-
mentar (Kaplan et al., 1980a). Para o cultivo desta espécie deve-se considerar, 
portanto, duas camadas separadas, uma de solo e outra de alimento, que pode 
ser folhas em decomposição (Falco; Momo, 2010), restos de criações de ani-
mais de laboratório (coelhos, ratos; Chang, 1997), uma mistura de esterco 
animal e material vegetal pré-compostado (James; Guimarães, 2010), ou 
esterco curtido, tanto de equino quanto de bovino, mas preferivelmente deste 
último (Hartenstein et al., 1980; Chang, 1997). 

4.5.2 Criação e manutenção de A. gracilis
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As normas NBR-ISO 16387 (ABNT, 2012), ISO 16387 (ISO, 2014) e 
OCDE 220 (OCDE, 2004) recomendam a utilização de espécies do gênero 
Enchytraeus, particularmente a espécie E. albidus, além de E. crypticus e 
outras espécies, como organismos-teste para os ensaios ecotoxicológicos de 

4.6 Enquitreídeos

O método de criação dessa espécie, descrito brevemente abaixo, foi desenvol-
vido por Afrânio Guimarães (comunicação pessoal9), e foi retirado de James e 
Guimarães (2010). Porém, como os detalhes do método não estão disponíveis, 
as recomendações abaixo devem ser consideradas apenas como um indicativo 
de como realizar uma criação desta espécie, e adaptações serão necessárias 
dependendo das condições ambientais e laboratoriais existentes em cada local. 

A criação dessa espécie consiste em três etapas. A primeira é de reprodução 
das matrizes (produção de casulos), a segunda é de incubação dos casulos, e a 
terceira de desenvolvimento dos juvenis até a fase adulta. Para tal, é necessário 
ter várias caixas com dimensão aproximada de 60 cm x 40 cm e 15 cm ou 
20 cm de altura, sendo duas delas com fundo e uma delas com o fundo plástico 
substituído por uma malha de 5 mm de espessura. A primeira caixa deve ser 
preenchida até uma altura de 15 cm a 20 cm com solo natural, preferivelmente, 
da camada superior (0-10 cm) de um local onde a espécie já se encontra natu-
ralmente, peneirado e seco ao ar, para remover as minhocas e casulos pre-
sentes. Uma vez na caixa, umedecer o solo a 70% da capacidade de campo, 
previamente calculada (ver seção 7.4). Essa camada é a “casa” da minhoca, 
onde esta realizará o acasalamento e a construção de túneis e galerias. Logo 
acima desta caixa, colocar a caixa vazada, com a tela de 5 mm de espessura 
como fundo, e adicionar uma camada de 5 cm a 10 cm de altura de uma mis-
tura de esterco animal e restos vegetais pré-compostados. Essa camada deve 
estar em contato com o solo da caixa de baixo, e representa a camada de repro-
dução das minhocas, onde estas depositarão os casulos. Na caixa de baixo, 
colocar 200 indivíduos adultos. Ao final de quatro semanas, a camada superior, 
onde se encontram os casulos deve ser removida e substituída por outra caixa 
vazada com tela, com uma nova camada com alimento e para a reprodução. A 
camada contendo os casulos deve ser retirada da caixa e colocada diretamente 
em cima de uma nova caixa com uma camada de 15 cm de solo natural, sem 
minhocas, onde os casulos poderão eclodir e os juvenis se desenvolverem. Em 
cima dessa caixa, deve ser colocada outra caixa vazada com tela e alimento 
para as minhocas. Essas caixas deverão ser incubadas durante 45 dias, ou até a 
maioria dos animais alcançar o estágio adulto. Uma vez alcançado essa fase, os 
adultos podem ser usados para os ensaios ecotoxicológicos, ou como matrizes 
para a produção de mais casulos ao longo das próximas semanas. Dessa forma, 
se poderá gerar repetidamente uma população de adultos e casulos, que podem 
ser usados para ensaios ecotoxicológicos e para começar novos cultivos de 
juvenis.

9 Notícia fornecida por Afrânio Guimarães no 
4º Encontro Latino Americano de Ecologia e 
Taxonomia de Oligoquetas, em Curitiba, em 
outubro de 2010.
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A espécie E. crypticus (Figuras 2.2 e 4.15) foi descrita por Westheide & 
Graefe (1992), tendo como característica principal a espermateca alongada 
com âmpula não infl ada e sem alargamentos do lúmen. O comprimento do 
adulto varia de 3 mm a 12 mm e apresenta um ciclo de vida de aproximada-
mente 20 dias e sobrevive 85 dias a 21±2 °C em substrato de ágar, sendo que 
a maturação, ou seja, o período entre a eclosão e o aparecimento de oócitos 
vitelogênicos (esferas brancas na região clitelar) ocorre em 8,3 dias. O número 
médio de ovos por casulo observado por esses autores foi de 7,6, variando de 1 
a 35, sendo de 4,6 o número médio de ovos produzidos por dia por indivíduo. 
O tempo entre a oviposição até a eclosão para E. crypticus é de 9,1 dias. Essa 
espécie é prolífi ca, Achazi (1997) relatou o número de 104 juvenis produzidos 
por adulto em 28 dias em solo natural padrão LUFA 2.2 a 20 °C, enquanto 
Kuperman et al. (2006) relata a produção de cerca de 48 juvenis em solo arti-
fi cial OCDE. Apesar do seu tamanho pequeno, seu uso em ensaios ecotoxico-
lógicos tem se popularizado devido ao ciclo de vida curto e maior tolerância a 
temperaturas altas.

4.6.1 Enchytraeus crypticus

Figura 4.15. (in vivo). Criação de E. crypticus 
sobre solo artifi cial tropical (SAT) úmido (A). 
Seta indica um casulo e seta dupla indica cli-
telo de indivíduo adulto. E. crypticus adulto 
com oócitos maduros visíveis na região do 
clitelo indicado por seta (B).

E. albidus (ver Figura 1.1f) é a espécie classicamente utilizada em ensaios 
ecotoxicológicos, sendo também utilizada como alimento vivo para peixes 
ornamentais. E. albidus, também chamado de “white worm”, tem um tamanho 
avantajado em relação a outras espécies do mesmo gênero, variando o compri-
mento entre 15 mm a 40 mm, o que facilita o seu manuseio nos ensaios eco-
toxicológicos (ABNT, 2012). Pode ser reconhecido pela presença de 4 cerdas 
por feixe ventralmente, e um ducto seminal longo na região do clitelo (Bell, 
1958). Quando criados a 18 °C e 12 °C, o ciclo da espécie é de 33 e 74 dias, o 
desenvolvimento embrionário é de 12 e 18 dias, a maturidade é alcançada em 
21 e 56 dias após eclosão e cada casulo apresenta entre 10 e 7 ovos, respecti-
vamente (ABNT, 2012; Römbke, 1995). 

4.6.2 Enchytraeus albidus

Fotos: Cintia Carla Niva

(A) 

(B) 

letalidade e reprodução (no capítulo 2, as vantagens e desvantagens do uso 
dessas espécies no Brasil são discutidas). A seguir, descrevemos o método de 
criação e manuseio para enquitreídeos enfocando as espécies E. crypticus e E. 
albidus, que são as mais utilizadas em ensaios ecotoxicológicos de laboratório 
atualmente.

Algumas espécies de enquitreídeos podem se reproduzir por fragmentação de 
seu corpo seguida da regeneração das porções perdidas. Essas espécies difi -
cilmente desenvolvem clitelo e são capazes de atingir comprimentos maiores 

4.6.3 Enquitreídeos fragmentadores
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que 10 mm, em aproximadamente 10 dias, antes de se fragmentarem em vários 
pedaços que regenerarão a porção anterior e posterior em 4-5 dias (Myohara 
et al., 1999; Niva et al., 2012). As espécies mais estudadas são Cognettia 
sphagnetorum, devido à sua abundância e importância ecológica em florestas 
na Europa (Lundkvist, 1982; Augustsson; Rundgren, 1998). Entretanto, as 
espécies Enchytraeus bigeminus e Enchytraeus japonensis são mais utilizadas 
em estudos sobre o mecanismo de regeneração (Christensen, 1994; Myohara 
et al., 2006). 

Apesar do modo de reprodução diferente das espécies recomendadas na norma 
padronizada (ABNT, 2012), estes organismos também são interessantes para 
o uso em ensaios ecotoxilógicos, devido à relevância ecológica e facilidade 
de criação em massa. Tanto C. sphagnetorum como E. bigeminus foram apre-
sentadas como tendo bom potencial como organismos teste em ensaios ecoto-
xicológicos (Augustsson; Rundgren, 1998; Bandow et al., 2013). As espécies 
fragmentadoras do gênero Enchytraeus parecem ser comuns em solos de áreas 
com grau de perturbação maior no Brasil, possivelmente devido à facilidade 
de adaptação a mudanças do ambiente (Römbke et al., 2007; Schmelz et al., 
2013). No Brasil, foram registradas as ocorrências das espécies E. bigeminus 
e Enchytraeus dudichi (Niva et al., 2012; Schmelz et al., 2013). Utilizando-se 
o mesmo meio de cultura e alimento, essas espécies são tão prolíficas como 
as espécies que se reproduzem por casulo. Em SAT por 40 dias, por exemplo, 
cinco indivíduos de E. dudichi produziram mais de 400 indivíduos, incluindo 
fragmentos em regeneração e indivíduos intactos (Niva et al., 2012). 

Há alguns relatos de que culturas de espécies que se reproduzem por casulo 
(E. crypticus e E. albidus) foram contaminadas por espécies fragmentadoras. 
Quando isso acontece, as fragmentadoras tendem a dominar sobre as outras 
podendo levar à extinção da espécie não fragmentadora. A detecção desse tipo 
de contaminação é possível observando-se a redução dos casulos presentes 
nas culturas concomitante ao aumento de indivíduos ainda não clitelados 
maiores que E. crypticus (geralmente > 7 mm). Para os menos observadores, a 
presença de pequenos fragmentos pode ser confundida com os casulos devido 
ao tamanho ás vezes semelhante, mas sob uma lupa a diferença é facilmente 
percebida. O casulo apresenta a forma de um limão minúsculo (>i1imm) 
transparente cujos ovos esféricos esbranquiçados em seu interior ficam visí-
veis (Figura 4.16). Ao longo do desenvolvimento dos ovos, os embriões se 
tornam alongados preenchendo o casulo (Figura 4.16B). Já os fragmentos 
podem ter comprimentos variados e possuem uma aparência esbranquiçada 
homogênea internamente que corresponde ao remanescente do tubo diges-
tório com o tecido cloragógeno ao redor (Figura 4.16C). Essa contaminação 
pode ocorrer quando o solo/ substrato utilizado para a criação não estiver 
defaunado, ou pela introdução acidental de solo natural não defaunado nas 
culturas, ou pelo uso de instrumentos contaminados com pequenos enquitre-
ídeos fragmentadores.
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Figura 4.16. Enquitreídeos em vários estádios de desenvolvimento. (A) Vista da porção anterior de enquitreídeo de Enchytraeus sp. adulto se-
xualmente maduro com clitelo e, logo acima, casulo ovipositado contendo cinco ovos e circundados de partículas de solo dentro do substrato de 
ágar. Seta indica a posição do clitelo. (B) Três casulos de Enchytraeus sp. com ≥ 1 mm de diâmetro, dois apresentando embriões alongados em 
estádio mais adiantado de desenvolvimento e outro em estádio mais inicial. (C) Fragmentos de Enchytraeus sp. em regeneração nas extremidades. 
O fragmento no plano superior da foto à esquerda apresenta a porção cefálica intacta. 

Para criação de enquitreídeos em larga escala, a norma ISO 16387 (ABNT, 
2012) recomenda a utilização de caixas de plástico grandes com cerca de 10 
cm profundidade (o tamanho pode variar dependendo do tamanho do ambiente 
onde serão mantidos), preenchidas com uma mistura de solo natural não con-
taminado defaunado (ABNT, 2012; Kuperman et al., 2006) e solo artifi cial (ver 
seção 7.1). Qualquer que seja o solo, a sua adequabilidade deve ser testada 
previamente. Recomenda-se que o pH do substrato esteja entre 5,5 e 6.5 e a 
temperatura entre 15 °C e 20 °C (evitar temperatura maior do que 23 °C) para 
E. albidus, e 20-25 °C para E. crypticus. O recipiente não deve ser vedado, pois 
a falta de oxigenação pode levar à extinção da cultura. Para tanto, recomenda-
-se o uso de tampas com pequenos orifícios ou apenas frouxamente fechadas 
de modo que permita a troca de gases. A aeração do substrato pode ser pro-
movida revolvendo-o cuidadosamente uma vez a cada uma ou duas semanas, 

4.6.4 Métodos de criação

Fotos: Cintia Carla NivaFotos: Cintia Carla Niva

(A) (B) 
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e também para evitar a compactação. Não é necessária iluminação para manu-
tenção das culturas. 

Para os enquitreídeos, a aveia é o principal alimento utilizado para criação em 
massa e também nos ensaios ecotoxicológicos. A aveia em flocos finos deve ser 
usada preferencialmente, caso contrário, deve ser moída para o uso e, opcio-
nalmente, pode ainda ser peneirada em malha fina para facilitar a alimentação. 
A aveia deve ser previamente submetida a um tratamento de desinfecção para 
reduzir a ocorrência de ácaros, nematoides ou outros organismos nas culturas. 
Isso poderá ser realizado por autoclavagem. A aveia deve ser acondicionada 
em frascos de vidro temperado tampados frouxamente e levados à autoclave 
por 20 minutos a aproximadamente 120 °C. Depois de autoclavados, os frascos 
com a aveia devem ser tampados e armazenados em local fresco. Caso o uso 
da autoclave não seja viável, a esterilização da aveia poderá ser feita por aque-
cimento, preparando-se um tipo de mingau com a aveia e água. Mesmo sem a 
esterilização, a criação em massa é totalmente viável, porém a contaminação 
pode aumentar consideravelmente e a manutenção tornar-se mais trabalhosa.

A alimentação recomendada pela norma NBR-ISO 16387 (ABNT, 2012) con-
siste de uma quantidade de flocos de aveia espalhados na superfície ou cuida-
dosamente misturados ao substrato uma ou duas vezes por semana. A quan-
tidade de alimento não deve ser excessiva, pois isso poderá promover uma 
maior incidência de fungos crescendo sobre estes organismos ou sua fermen-
tação e prejudicar a criação. Caso isso ocorra, o alimento contaminado deve 
ser removido e substituído por uma nova quantidade de aveia. Se as culturas se 
enfraquecerem (redução da biomassa e reprodução) a complementação nutri-
cional pode ser feita com leite, óleo de fígado de bacalhau ou ração para peixes 
(ABNT, 2012). Qualquer que seja o substrato ou alimento, estes devem estar 
defaunados e livres de qualquer tipo de substância tóxica.

O monitoramento das culturas com o auxílio de um microscópio estereoscópio 
para verificar possíveis danos causados por outros organismos, ou pela ali-
mentação excessiva, é importante para a manutenção de culturas saudáveis. 
Conforme a norma NBR-ISO 16387 (ABNT, 2012), as condições de cultivo 
podem ser consideradas adequadas se os enquitreídeos apresentam coloração 
esbranquiçada e superfície corporal brilhante sem partículas de solo aderidas 
(Figura 4.15), se não tentam deixar o substrato (fugir do recipiente de criação), 
se juvenis, adultos e casulos estão presentes, se há movimentação rápida 
dentro do substrato e, obviamente, se estão se reproduzindo constantemente. 
Os enquitreídeos devem ser transferidos para um substrato de cultivo novo a 
cada três meses aproximadamente, ou quando houver necessidade.  

Os enquitreídeos também podem ser criados em substrato de ágar em outra 
sala ou incubadora como uma garantia no caso da cultura estoque ser perdida. 
Existem várias versões do meio de cultura à base de ágar na literatura, cuja 
aceitação da espécie deve ser testada previamente. A mais simples é composta 
por ágar em pó em água deionizada a 0.6-1% (por exemplo, Myohara et al., 
1999), aquecendo-se a mistura em banho-maria ou microondas até completa 
dissolução. Esta é utilizada especialmente para enquitreídeos fragmentadores 



▪ 117 ▪Capítulo 4: Criação e manutenção dos organismos

do gênero Enchytraeus. Outra versão é composta por 1g l-1 Ca(NO3)2, 0.25 g l-1 
MgSO4, 0.25 g l-1 KNO3 e 0.25 g l-1 KH2PO4 em água destilada a 1.5% de ágar 
(Westheide; Bethke-Beilfuss, 1991), utilizada para espécies de Enchytraeus. 
Niva (dados não publicados10) constatou que E. crypticus não se reproduz 
satisfatoriamente em ágar preparado com água deionizada e obteve sucesso 
na criação de Enchytraeus de várias espécies em ágar (0,8%-1%) preparado 
com água mineral. As placas de Petri (10 cm diâmetro) devem ser preenchidas 
até cerca da metade de sua capacidade com a mistura de ágar ainda quente. 
Os enquitreídeos podem ser acomodados sobre essa mistura assim que estiver 
solidificada e fria. Orifícios ou ranhuras feitas sobre a superfície do ágar faci-
litam a colonização A alimentação e adição de água para umedecer a superfície 
do ágar devem ser realizadas, semanalmente. O substrato deve ser renovado 
mensalmente, ou quando se apresentar liquefeito. 

A ocorrência de ácaros nas culturas de enquitreídeos é bastante frequente, espe-
cialmente quando o SAT é utilizado como substrato, mas parece não causar 
grandes problemas além da competição pelo alimento e dificultar o manuseio 
dos enquitreídeos para os ensaios. Alguns ácaros, no entanto, são predadores e 
podem causar algum incômodo aos juvenis, por serem presas mais fáceis. Caso 
a sua densidade tenha aumentado demasiadamente, o substrato pode ser levado 
à secagem por alguns dias (por exemplo, não repondo a água e deixando a 
tampa mais aberta), o que induz os enquitreídeos a migrarem para as camadas 
mais profundas. Em seguida, a camada mais superficial onde os ácaros ficam 
alojados pode ser removida (ABNT, 2012). Essa medida reduz o número de 
ácaros temporariamente, mas não os extermina. Outro método consiste em 
inundar o recipiente de criação com água e recolher os enquitreídeos sobre 
a superfície do substrato com uma pinça, pincel ou pipeta cuidadosamente. 
Eventualmente, outros organismos como colêmbolos, nematóides e larvas de 
Diptera também podem ocorrer, especialmente nas culturas mais velhas, mas, 
em geral, estes parecem não apresentar grande perigo aos enquitreídeos além 
da competição por alimento. Por precaução, caso a contaminação seja exces-
siva, recomenda-se que uma pequena parte dos enquitreídeos saudáveis seja 
transferida para um novo meio de cultivo e que o restante seja descartado. Os 
enquitreídeos transferidos devem estar limpos, livres de ácaros ou qualquer 
outro material que possa ser fonte de infestação.

A limpeza e seleção de enquitreídeos podem ser conduzidas da seguinte forma. 
Com uma pinça de ponta fina e lisa, uma porção de enquitreídeos da criação 
massal deve ser cuidadosamente transferida para uma placa de Petri com água, 
para que as impurezas e animais indesejados sejam removidos. Esse procedi-
mento pode ser feito sob microscópio estereoscópio e sucção por meio de uma 
pipeta tipo Pasteur de plástico. A água deionizada ou a água mineral podem 
ser utilizadas nesse processo, mas a água ultrapura e de torneira devem ser 
evitadas, a primeira por causa da falta de sais na água, e a segunda, devido à 
possível presença de contaminantes. 

Deve-se ter cuidado na manutenção de culturas de diferentes espécies em um 
mesmo ambiente para que não haja contaminação com indivíduos de outras 

10 Dados não publicados produzidos por C. 
Niva no Laboratório de Oligoquetas na Em-
brapa Florestas, Colombo, PR, em 2013.
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espécies. Não é raro que culturas mantidas em ágar “transbordem” enquitre-
ídeos quando a densidade é excessivamente alta, ou seja, uma grande massa 
de enquitreídeos migra para fora do meio de cultura deslizando pelo espaço 
entre a tampa e a borda do recipiente. Isso parece ocorrer com mais frequência 
quando quantidade excessiva de alimento entra em processo de fermentação 
dentro do recipiente, podendo comprometer a cultura com grande mortalidade 
causada pela falta de oxigênio (Niva et al., 2010b). Por isso, recomenda-se 
cuidar com o excesso de alimento oferecido e que os recipientes de criação de 
diferentes espécies não permaneçam empilhados ou encostados, para evitar 
que indivíduos escapem de um recipiente e migrem para outro. Deve-se evitar 
utilizar os mesmos instrumentos na manipulação de indivíduos de diferentes 
culturas sem antes lavá-los e secá-los bem. Isto porque um juvenil pode estar 
aderido ao pincel ou pinça ou estar escondido entre os grânulos do solo e ser 
causa de contaminação.

Os restos de culturas ou resíduos com enquitreídeos vivos devem ser devida-
mente descartados (ver capítulo 16).

Ainda são poucas as espécies de outros gêneros encontrados no solo que 
tenham se reproduzido em laboratório além de C. sphagnetorum, espécie 
fragmentadora abundante em florestas coníferas na Europa, e que também 
apresenta potencial para estudos ecotoxicológicos (Augustsson; Rundgren, 
1998). Springett (1970) obteve sucesso na criação de espécies dos gêneros 
Marionina, Cognettia, Cernosvitoviella, Achaeta e Enchytraeus em subs-
trato de ágar com solo natural. Além disso, Didden (1997) relatou ter criado 
Fridericia, Buchholzia, Henlea e Marionina sem revelar detalhes do método. 
An e Yang (2009) relataram apenas a manutenção de F. peregrinabunda em 
laboratório para seu uso em ensaios de letalidade. No Brasil, algumas espécies 
de Enchytraeus com potencial para o uso em ensaios ecotoxicológicos estão 
sendo criadas e utilizadas com sucesso na Embrapa (Assis, 2015; Niva et al., 
2016 , Niva et al., 2010b).

A identificação da espécie de enquitreídeos é feita com organismos ainda 
vivos preferencialmente e necessita de um treinamento específico (Schmelz; 
Collado, 2010; Niva et al., 2010a). Portanto, no caso de se utilizar organismos-
-teste de culturas provenientes de enquitreídeos coletados na área de interesse, 
é aconselhável que se mantenha uma cultura reserva de cada espécie para que 
um taxonomista possa confirmar a identidade quando houver necessidade. 
Outra opção é fixar alguns exemplares em solução Bouin ou, em último caso, 
diretamente em etanol 70%, mas nesses casos, especialmente no último, a 
identificação se torna muito mais difícil (Schmelz; Collado, 2010; Niva et al., 
2010a). 
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Coleta de oligoquetas no campo e seu 
preparo para ensaios ecotoxicológicos

George Gardner Brown
Katy Boniza Cantelli
Jörg Römbke
Cintia Carla Niva

A coleta de minhocas deve ser realizada em locais não contaminados por agro-
tóxicos ou metais pesados. O método mais comum de coleta, para fins ecotoxi-
cológicos, é o de extração manual, onde amostras de solo, contendo minhocas, 
são retiradas com auxílio de uma enxada ou pá reta, e separadas manualmente. 
Registros ou procedimentos necessários: 

1. Coordenadas Geográficas (GPS) do local de coleta (é importante mencionar 
o Datum utilizado e o tipo de coordenadas, e.g., UTM).

2. Data de coleta.

3. Identificação da localidade e município de coleta.

4. Descrição da vegetação vigente por ocasião da coleta (por ex.: mata nativa; 
plantio florestal, horta orgânica).

4. Coleta de uma amostra composta de solo (uma amostra tomada a partir de 
pelo menos cinco pontos ao redor do local de coleta) e analisar pelo menos: 
umidade do solo no momento da coleta, pH (conforme instruções deta-
lhadas na seção 7.5), matéria orgânica e granulometria (segundo Teixeira 
et al., 2017 ou ISO/TS 17892-4, 2004) e, preferivelmente, uma análise quí-
mica de rotina segundo manual da Embrapa (Teixeira et al., 2017).

6. Coleta de solo para manutenção das minhocas no laboratório por até uma 
semana (peso dependente do número de minhocas coletadas; ver abaixo). 

Idealmente, também se devem anotar dados como: 

1. Profundidade da coleta.

2. Tipo de solo na classificação brasileira.

3. Histórico do manejo do local.

Devido à variabilidade genética de espécies partenogenéticas, como P. 
corethrurus (Dupont et al., 2012; Cunha et al., 2014; Taheri et al., 2018) e 
algumas espécies de Amynthas e Metaphire (Huang et al., 2007; Chang et 
al., 2009), é importante que todas as minhocas a serem utilizadas nos ensaios 
ecotoxicológicos sejam provenientes do mesmo local de coleta (Lowe; Butt, 
2007), e que esse local não seja muito amplo (de preferência <0,5 ha). Isso 

5

5.1 Coleta e preparo de minhocas
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irá melhorar a probabilidade de ter apenas um ou poucos clones/linhagens 
da mesma espécie dentro da população coletada para os ensaios, reduzindo a 
variabilidade genética intra-específica e possíveis variações nas respostas dos 
indivíduos usados nos testes.

As espécies endogêicas e epi-endogêicas dos gêneros Amynthas e Metaphire 
geralmente se encontram mais próximas à superfície do solo, e são frequente-
mente associadas à serapilheira de florestas secundárias e capoeiras, plantios 
florestais e solos de áreas urbanas, jardins, pomares e em agricultura orgânica 
(Brown et al., 2006). Preferem solos com maior teor de matéria orgânica e 
podem ser facilmente coletadas cavando-se o solo superficial até aproximada-
mente 10 cm e triando-se manualmente o solo. Como são espécies de movi-
mento rápido, recomenda-se atenção ao cavar e triar o solo, para não esca-
parem. A espécie P. corethrurus também é frequente em florestas secundárias 
e plantios florestais, além de pastagens e solos de zonas urbanas (Brown et 
al., 2006). Também habita preferencialmente a camada superficial do solo, e 
frequentemente é encontrada junto com as espécies de Amynthas e Metaphire, 
mas também pode viver em solos mais pobres. Contudo, em solos com menor 
teor de matéria orgânica, a abundância e o tamanho médio dos indivíduos 
adultos tende a ser menor (Nurhidayati et al., 2012). 

Após a coleta, deve ser feita a triagem das minhocas, separando os exemplares 
adultos a serem utilizados e descartando as minhocas com lesões aparentes 
ou com comportamento alterado (por ex.: apáticas, letárgicas, em diapausa) 
(Fründ et al., 2010). 

As minhocas podem ser mantidas em laboratório, por até uma semana, sem 
adição de alimento, no mesmo solo do local de coleta. Se a espécie em questão 
for A. gracilis, recomenda-se colocar no máximo 10 indivíduos adultos kg-1 
solo úmido trazido do campo. Com P. corethrurus, recomenda-se no máximo 
20 indivíduos kg-1 solo. Portanto, em um pote de plástico de 2 L de capacidade, 
podem ser colocados aproximadamente 20 P. corethrurus ou 10 A. gracilis, 
com 1 kg solo. Caso se necessite manter as minhocas por maior período de 
tempo no laboratório, ou criá-las, deve-se seguir os procedimentos descritos 
nas seções 4.4 e 4.5. De fato, essa prática é preferida, pois a idade dos indiví-
duos adultos coletados no campo é difícil de determinar, e ao realizar a criação 
no laboratório poderão ser usados indivíduos de aproximadamente a mesma 
idade, eliminando um importante fator de variabilidade (Lowe & Butt, 2007). 

Antes de realizar o ensaio com as minhocas, deve-se verificar a adaptação 
das mesmas ao substrato teste (solo natural ou SAT), seguindo-se as recomen-
dações detalhadas no capítulo 6. Caso a adaptação seja confirmada, então as 
minhocas a serem utilizadas nos ensaios devem ser adicionadas aos recipientes 
com substrato teste por 48 horas antes do início do ensaio preliminar e defi-
nitivo, para aclimatação. Após esse período, elas devem ser retiradas desses 
recipientes, e adicionadas aos recipientes com o substrato teste do ensaio. 

No mínimo cinco mas, preferivelmente, 10 exemplares adultos das espécies 
a serem utilizadas devem ser preservados em formol 10% e depositados em 
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5.2 Coleta e preparo de enquitreídeos

Enquitreídeos de tamanho maior (mais de 1 cm de comprimento), como é o 
caso de Fridericia sp., que ocorre em pastagens e locais antropizados, podem 
ser coletados a campo e extraídos do solo, manualmente, com certa facilidade, 
como é feito com minhocas. Porém, a maioria das espécies encontradas até 
hoje, no Brasil, são menores e de difícil visualização a olho nu. 

A norma ISO 23611-3 (ISO, 2007) e Niva et al. (2010) (este último com reco-
mendações para o clima subtropical/tropical), descrevem metodologia especí-
fica de coleta e extração de enquitreídeos que pode ser utilizada para estudos 
de diversidade e de ecologia. Os métodos de extração podem ser com e sem 
aquecimento. Um estudo na Floresta Ombrófila Mista comparou os métodos 
de extração e conlcuiu que o método quente apresentou mais vantagens (Niva 
et al., 2015). 

Os enquitreídeos são encontrados, em geral, na camada mais superficial do 
solo (5 cm de profundidade), mas podem migrar para camadas mais profundas, 
quando o solo está mais seco. Quando não se tem o objetivo de quantificar os 
enquitreídeos, eles podem ser obtidos a partir de pequenas porções de solo, 
recolhidas com uma pequena pá de jardinagem (um volume equivalente a uma 
xícara de chá é suficiente). Essas amostras são levadas à extração fria, acomo-
dando-se o solo em peneiras imersas em uma bacia com água, sem que toquem 
o fundo (Figura 5.1). Os enquitreídeos (e outros organismos) migram para a 
água e se depositam no fundo da bacia. A extração também pode ser feita com 
uma fonte de calor, adaptando-se uma lâmpada incandescente sobre a amostra 
de solo. O gradiente de calor produzido sobre a amostra induz os enquitreídeos 
(e outros animais) a migrarem da superfície para o fundo do recipiente. Porém, 
para o método quente, recomenda-se construir um extrator (Figura 5.1) para que 
várias amostras de solo possam ser manuseadas ao mesmo tempo. A extração 
a quente pode ser realizada em 3-4 horas se a temperatura da superfície da 
amostra se mantiver a 40-50 °C, enquanto a condição fria demora vários dias.

uma coleção formal (fiel depositária do patrimônio genético nacional; por 
ex.: Museu de Zoologia da USP, Museu Paraense Emilio Goeldi, Coleção de 
Oligoquetas Fritz Müller na Embrapa Florestas) para conservação permanente 
e para confirmação taxonômica posterior por um especialista. Adicionalmente 
cinco a 10 exemplares adultos devem também ser preservados em álcool 
absoluto, e mantidas em freezer a -20 °C, para análise posterior de DNA 
(por ex., código de barras), para avaliação genética da espécie utilizada. 
Alternativamente, um pedaço pequeno (0,5 cm2) de tecido muscular epitelial 
pode ser cortado de cada um dos indivíduos a serem conservados em formol, e 
guardado em pequenos criotubos com álcool absoluto e mantidos em freezer a 
-20 °C. Caso se adote essa alternativa, é importante etiquetar adequadamente 
cada uma das amostras nos criotubos para que tenham o seu “voucher” cor-
respondente em formol. 



Ecotoxicologia terrestre: Métodos e aplicações dos ensaios com oligoquetas▪ 136 ▪

Os enquitreídeos obtidos na extração devem ser triados e encaminhados para 
identifi cação in vivo imediatamente ou preservados (ver abaixo), ou podem ser 
mantidos em laboratório, como descrito na seção 4.6.4, para verifi car o método 
de criação adequado, e encaminhados para identifi cação posteriormente. 

Quando se deseja fazer um estudo a campo, por exemplo, comparando-se áreas 
contaminadas, a abundância e diversidade de enquitreídeos podem ser tomadas 
como parâmetro e, nesse caso, amostras de solo devem ser coletadas com trado 
adequado (Figura 5.1; ver Niva et al., 2010) ou anel volumétrico de 5 cm a 
6 cm de diâmetro (Niva et al., 2015). A utilização de enquitreídeos coletados 
no campo em ensaios também é possível quando o parâmetro a ser avaliado 
é apenas a letalidade, mas a adequabilidade da espécie ao substrato a ser uti-
lizado deve ser previamente determinada, pois estes devem estar aclimatados 
ao substrato. Espécies do gênero Fridericia, coletadas no campo e aclima-
tadas em laboratório, foram utilizadas para avaliação de ecotoxicidade aguda 
na China (An; Yang, 2009).

Qualquer que seja o caso, a identifi cação da espécie é fundamental para que 
possa ser utilizada nos ensaios. Exemplares adultos (com clitelo), preferen-
cialmente, ou no caso de espécies fragmentadoras que não tem clitelo mas são 

Figura 5.1. Métodos de extração de enquitreídeos. (A) Trado coletor de solo, desmontável, do tipo split corer, com tubo de PVC (à esquerda), 
que se acopla internamente. (B) Método de extração fria, onde a amostra de solo, depositada em uma peneira, fi ca submersa em uma bacia 
com água, por vários dias. (C) Método de extração a quente, onde uma lâmpada incandescente aquece a superfície da amostra de solo, em uma 
peneira encaixada em um funil com água. Acoplada ao funil, na porção inferior, uma mangueira transparente e uma válvula, permitem a coleta 
de enquitreídeos que se depositam na extremidade inferior, após algumas horas. (D) Vista superior das amostras de solo no extrator quente. 
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longos (> 7 cm comprimento quando ainda intactos), devem ser preferencial-
mente fixados em solução Bouin e preservados em etanol 70%, para envio a 
especialistas. A fixação diretamente em etanol 70% também é possível, mas 
não preserva as características morfológicas tão bem quanto a solução Bouin. 
Mas, o ideal é que exemplares vivos também sejam examinados (ISO, 2007; 
Schmelz; Collado, 2010). O livro de Schmelz e Collado (2010) descreve em 
detalhes o método de fixação e identificação dos enquitreídeos. Como no caso 
das minhocas, é importante que alguns exemplares sejam depositados em uma 
coleção formal (ver seção 5.2). Adicionalmente, exemplares devem ser preser-
vados em álcool absoluto, para análise posterior de DNA (por ex., código de 
barras) e confirmação da espécie, a nível molecular.
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Ensaio de adaptação das minhocas aos 
solos naturais ou ao SAT
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Quando as espécies padrão E. andrei e E. fetida são avaliadas em testes ecotoxi-
cológicos usando solo natural, faz-se necessário realizar um ensaio preliminar 
para certificar a aceitação do solo pela espécie alvo, devido à baixa mortali-
dade máxima (10%) permitida, e a reprodução mínima exigida (40 indivíduos 
juvenis) no tratamento controle (solo não contaminado) nos ensaios ecotoxi-
cológicos (ver seção 11.2.8). Se o ensaio for realizado em solo contaminado, 
deve-se verificar a sobrevivência e reprodução das minhocas em um solo-refe-
rência não contaminado, com características químicas e físicas semelhantes ao 
contaminado. Da mesma forma, ensaios preliminares também devem ser rea-
lizados quando as avaliações incluírem outras espécies de minhocas em SAT 
ou em solo natural. Por exemplo, no caso de A. gracilis, ensaios preliminares 
indicaram que essas minhocas não se adaptaram ao SAT, tendo mortalidade 
≥ 20% após 2 semanas (Cantelli, 2011), com e sem adição de alimento (esterco 
bovino). Nesse mesmo estudo (Cantelli, 2011), outra espécie, Dichogaster 
annae, comumente encontrada em minhocários no Brasil (James; Guimarães, 
2010), não se adaptou ao solo natural (Latossolo vermelho), também apresen-
tando mortalidade de 18% a 30%, acima do tolerado (10%) pela norma.

As espécies E. fetida e E. andrei já foram testadas usando uma ampla gama de 
solos naturais, especialmente na Europa (Jänsch et al., 2005; Römbke et al., 
2006; Chelinho et al., 2011), mas também no Brasil (Tabela 2.1). Elas podem 
sobreviver e reproduzir dentro dos limites estabelecidos para os ensaios ecoto-
xicológicos padrão em solos com características físicas e químicas altamente 
variáveis (Tabela 6.1), e dentro de uma amplo espectro de condições edafo-
-climáticas e de alimentação, mostrando sua grande plasticidade fenotípica. 

6

Tabela 6.1. Preferências e amplitude de condições edafo-climáticas no substrato teste, nas quais as espécies E. andrei ou E. fetida podem sobrevi-
ver e reproduzir, dentro dos limites estabelecidos para os ensaios ecotoxicológicos padrão da ISO (modificado de Jänsch et al., 2005).

Propriedade do solo Preferência Intervalo
Temperatura 20-25 ºC 0-35 °C
Umidade 40-60% da capacidade de campo 25-70% da capacidade de campo
pH 5-7 3,8-9,0
Textura do solo Desconhecida, mas não crescem tão bem em solos muito arenosos ou 

muito argilosos
6 a >50% de argila

%C (mg kg-1) 3-20% 1,3 a >20%
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Caso se deseje apenas realizar ensaios de fuga ou mortalidade com solo natural 
ou SAT, recomendamos seguir os passos detalhados na seção 6.1 e/ou 6.2, 
usando solo ou SAT não contaminados. Caso se deseje realizar ensaios de fuga, 
mortalidade e de reprodução com solo natural ou SAT, recomendamos realizar 
um ensaio de reprodução com SAT ou solo não contaminado, seguindo os 
passos detalhados na seção 4.9.2. 

6.1 Ensaio rápido de aceitação ou rejeição de solo 
natural ou SAT

Para avaliar de modo rápido, a possível rejeição das minhocas a um determi-
nado solo natural ou SAT, coloca-se 10 minhocas da espécie em questão em 
um recipiente-teste com 500 g de SAT ou do solo teste por 48 horas, seguindo 
procedimento parecido àquele explicado na seção 4.1.2. Caso se observe com-
portamento anormal ou rejeição do SAT ou do solo durante esse período (ver 
seção 4.1.2), é provável que haja restrições no mesmo para as minhocas, e 
recomenda-se procurar outro solo para o teste, ou outra espécie de minhoca. 
Caso as minhocas demonstrem aceitação ao SAT ou ao solo durante esse 
período de 48 horas, realizar o ensaio descrito na seção 6.2, a seguir.

6.2 Ensaio de aceitação ou rejeição de SAT ou solo 
natural

No caso do ensaio de adaptação das minhocas ao SAT ou solo natural deve-se: 

1. Seguir os mesmos procedimentos para o SAT ou o solo, como aqueles espe-
cificados para o preparo de substrato teste no capítulo 7 (e seus sub-itens).

2. Usar o mesmo número (n=10 indivíduos) e biomassa de minhocas especifi-
cado na seção 11.2.1.

3. Usar o mesmo recipiente recomendado para o ensaio de letalidade (ver 
seção 11.2.2).

4. Usar a quantidade de SAT ou solo recomendada para a espécie a ser utili-
zada (ver seção 11.2.2). 

Se o solo tiver <2% Carbono orgânico total, 5 g de alimento (esterco, pre-
ferivelmente de cavalo) para cada 500 g de solo devem ser adicionados na 
superfície do solo no início do ensaio, para as espécies de Eudrilus, Perionyx 
e Eisenia. Devem ser preparadas pelo menos cinco replicatas do solo natural 
ou SAT com as minhocas, e aos 7 e aos 14 dias (duração do ensaio de leta-
lidade) as minhocas devem ser retiradas do SAT/solo, contadas, pesadas e a 
percentagem de mortalidade calculada. Se a mortalidade média for >10% aos 
7 dias, o ensaio pode ser finalizado, não sendo necessário seguir até os 14 
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dias. Os casulos no SAT ou solo (confirmação de reprodução) também devem 
ser removidos e o comportamento e morfologia externa das minhocas devem 
ser observados para verificar se estão saudáveis. Caso se observe anormali-
dades comportamentais ou morfológicas (ver seção 4.1.2), mortalidade >10%, 
ou perda de biomassa >20% para Eisenia ou >25% para as demais espécies 
(ainda não existem dados para todas as espécies), as possíveis razões dessas 
alterações, mortalidade ou perda de biomassa devem ser buscadas, avaliando 
os resultados de uma análise química de rotina do solo. Neste caso, esse solo 
não deve ser usado para ensaios ecotoxicológicos com essa(s) espécie(s) de 
minhoca. 

Todos os dados de biomassa, mortalidade, e qualquer alteração morfológica 
devem ser anotados e, caso se detecte rejeição do solo ou anormalidades mor-
fológicas, fotos digitais devem ser tomadas dos indivíduos.
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A maior parte dos ensaios padronizados para invertebrados do solo foi desen-
volvida para fornecer uma estimativa numérica dos efeitos da exposição a 
substâncias ou elementos químicos sobre os organismos, em substratos ou 
solos artificiais formulados. O primeiro substrato artificial recomendado para 
ensaios de toxicidade com minhocas (Eisenia fetida) foi o Artisol (Association 
Française de Normalisation, 1984), composto por sílica gel em mistura com 
bolas de vidro e água, sem qualquer similaridade com as propriedades físicas 
e químicas dos solos naturais. No Brasil, até recentemente, o Artisol era 
recomendado como substrato em normas locais (Ibama, 1990; Companhia 
Ambiental do Estado de São Paulo, 1990). 

A partir de 1994, a Portaria nº 139 de 21 de dezembro de 1994 do Ibama intro-
duziu a possibilidade de realização de ensaios ecotoxicológicos com metodo-
logias distintas das constantes do manual do Ibama, desde que referenciadas 
e reconhecidas internacionalmente (Ibama, 1994). Passaram a ser utilizados 
os ensaios feitos de acordo com normas internacionais, como da Organização 
para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD) ou da Agência 
Norte-Americana de Proteção do Meio Ambiente (EPA), mas somente subs-
tratos artificiais eram utilizados. Somente em 2007 a norma ABNT foi ado-
tada no país, para ensaios de ecotoxicidade aguda com minhocas (ABNT, 
2007), propondo o uso de solo artificial composto por areia, caulim e uma 
fonte de matéria orgânica.

Obviamente, o uso de solos de origem natural em ensaios ecotoxicológicos 
é importante em determinadas situações devido à maior relevância ecológica 
em comparação ao uso de solo artificial. Apesar disso, o uso do solo artificial 
ainda é bastante comum por ser um substrato padronizado e que permite com-
parações. Tanto para o uso do solo natural como para o solo artificial, ainda 
existem questões discutíveis em termos de relevância ou adequabilidade para 
as condições tropicais, ou do Brasil (ver capítulos 2 e 3; Cesar et al., 2014) 
que precisam ser discutidas amplamente e definidas. A seguir, descrevemos o 
preparo do solo artificial e natural como substratos para os ensaios ecotoxico-
lógicos com organismos de solo.

7
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7.1 Solo artificial

O substrato padrão, recomendado pelas normas ISO/OECD para a maioria dos 
estudos ecotoxicológicos terrestres com oligoquetas, é o solo artifi cial OECD 
(OECD, 1984), constituído por uma mistura de 70% de areia industrial fi na 
(quartzosa - SiO2), 20% de argila caulinítica (pelo menos 30% de caulinita) e 
10% de turfa (moída e seca). No entanto, alguns autores tem adaptado a com-
posição deste substrato para as condições ambientais brasileiras (Römbke et 
al., 2007; Garcia et al., 2011), sendo então denominado como Solo Artifi cial 
Tropical (SAT) (Figura 7.1). Neste caso, a fonte de matéria orgânica utilizada 
é o pó de fi bra de casca de coco (seca e peneirada) em substituição à turfa 
devido à sua maior disponibilidade. Esta adaptação foi proposta por Garcia et 
al. (2004) e se manteve com a seguinte composição: 70% do volume total da 
mistura de areia, 20% de caulim e 10% de pó de fi bra de casca de coco e tem 
sido a mais utilizada atualmente. Internacionalmente, o uso da fi bra da casca 
de coco na composição do solo artifi cial também foi recomendada para regiões 
de clima tropical por De Silva et al. (2009). Recomenda-se que estudos adicio-
nais sejam realizados para que estas proporções sejam mais bem ajustadas aos 
solos tropicais, especialmente no que diz respeito à porcentagem de matéria 
orgânica, já que constitui-se em um parâmetro do solo importante na avaliação 
de risco ambiental de agrotóxicos (Gomes; Espadotto, 2004). Na versão atua-
lizada da norma ISO 16387 (ISO, 2014) aceita-se também a utilização de 5% 
de turfa nos ensaios com enquitreídeos, demonstrando a tendência de mudança 
nas recomendações para o solo artifi cial.

Tanto para o substrato de criação das minhocas quanto para a produção do 
SAT, o pó da fi bra da casca de coco é largamente utilizado no Brasil (Tomczak 
et al., 2007; Dias et. al., 2009). Este produto, obtido comercialmente, não deve 
conter adição de fertilizantes. Antes de ser utilizado na preparação do SAT, o 
pó de fi bra de coco deve ser peneirado (malha 5 mm) e disposto em bandejas 
para secar ao ar livre, já que há certa umidade agregada ao seu conteúdo, ou 
em estufa a 60 °C por 24 horas. 

O caulim (Figura 7.1), representando a fração de argila no solo, também é 
obtido comercialmente e deve ser esterilizado para ser utilizado no SAT. O 
caulim (de grau analítico) tem sido o mais utilizado atualmente. 

Em relação à areia, mais de 50% das partículas devem ter entre 0,05 mm 
e 0,2 mm de diâmetro. Para garantir maior pureza, a areia deve ser lavada 
várias vezes com água deionizada e seca em estufa a 105 °C por 24 
horas. A análise química da areia, e também do caulim, especialmente 

em relação aos possíveis resíduos de carbonato de cálcio presentes, pode 
prevenir problemas de ajuste do pH do substrato depois de preparado. 

Depois da preparação inicial, os componentes do SAT devem ser misturados 
até a homogeneização. Retira-se, então, uma amostra para determinação do pH 
(ver seção 7.5), que deve estar na faixa de 6,0 ± 0,5. A correção do pH (no caso 
de estar abaixo da faixa recomendada) pode ser feita pela adição de carbonato 
de cálcio (CaCO3). Em geral, o pH do SAT atinge a faixa recomendada sem 

Figura 7.1. Composição do Solo Artifi cial 
Tropical. 
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correção com CaCO3, mas a qualidade dos componentes pode variar bastante 
em termos de pH, mesmo quando obtidos do mesmo fornecedor. Por exemplo, 
constatou-se que o pH do caulim de lotes e marcas diferentes pode variar de 
3.7 a 6.5 e, consequentemente, refletir em valores de pH do SAT diferentes, 
inclusive ultrapassando a faixa recomendada. O pó da fibra da casca de coco, 
por ser matéria orgânica, também pode alterar seu pH ao longo do tempo. 
Recomenda-se, portanto, atenção redobrada com o pH para cada preparo de 
SAT, pois o pH dos componentes do SAT podem ser alterados por sua esto-
cagem ou pela renovação do lote. 

Com o pH adequado, o SAT está quase pronto para o uso, precisando ainda 
ter a umidade ajustada para 40-60% da CRA (Capacidade de Retenção de 
Água) (ISO 11268-3, 1998) para o início dos ensaios de ecotoxicidade. Este 
ajuste deve ser realizado com água deionizada e, quando a substância-teste for 
líquida, deve-se considerar a quantidade necessária da mesma para cada trata-
mento. Por exemplo, a metade da quantidade necessária de água para ajustar 
40-60% da CRA pode ser utilizada para o pré-umedecimento do substrato no 
dia anterior ao início do ensaio e a outra metade pode ser utilizada para diluição 
dos contaminantes (quando solúveis em água). A determinação da CRA (ver 
seção 7.4) faz-se necessária para cada novo lote de SAT.

7.2 Solos de áreas contaminadas

As amostras de solos de áreas contaminadas ou de resíduos a serem testados 
(ex.: área industrial, agrícola, mineração, lodo industrial, lodo de esgoto, 
dejetos animais) devem ser secas ao ar até que seja possível peneirá-las (pre-
ferencialmente malha 2 mm). Para solos muito argilosos, provavelmente será 
difícil conseguir uma quantia de solo peneirada em malha ≤ 2 mm com um 
gasto aceitável de trabalho. Neste caso, pode-se peneirar o solo com malha 
≤ 4 mm. Antes da realização dos ensaios, deve ser realizado o ajuste da umi-
dade para 40-60% da CRA, como descrito para o SAT.

Na avaliação de solos de locais contaminados, faz-se necessário utilizar um 
solo de referência natural (i.e., um background pedogeoquímico oriundo de 
uma área de referência ou de uma zona vizinha não contaminada) tão similar 
quanto possível ao solo-teste em todas as características físicas e químicas, 
exceto na presença de contaminantes. Recomenda-se determinar, no mínimo, 
o pH, a textura, a umidade, a CRA, a capacidade de troca catiônica, conteúdo 
e tipologia de argilominerais, e o carbono orgânico desses solos e, preferi-
velmente, eles devem ser submetidos a análises físico-químicas de rotina dos 
solos, seguindo métodos da Embrapa (Teixeira et al., 2017), uma vez que estes 
dados servirão para a interpretação dos resultados. O anexo E da norma ISO 
11268-2 (ISO, 1998) sobre os ensaios de reprodução de minhocas recomenda 
que características do solo referência como pH, capacidade de troca catiônica, 
distribuição do tamanho de partículas (i.e., textura), densidade aparente, con-
teúdo de água, capacidade de retenção de água e biomassa microbiana sejam 
determinadas e apresentadas.
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Nos casos em que não haja o solo de referência natural semelhante em proprie-
dades com os solos da área contaminada, recomenda-se usar:

1. Um solo com características de acordo com a ISO 11269-2 (ISO, 1998) 
[carbono orgânico - Corg ≤ 1,5 %; conteúdo de areia (tamanho de partículas 
de 0,063 mm a 2 mm) de 50% a 75%, com menos de 20% de partículas 
menores que 0,02 mm; pH de 5 a 7,5] (ver discussão sobre solo natural 
padrão na seção 7.3).

2. Um solo artificial, o SAT (seção 7.1). No caso dos ensaios de fuga, as influ-
ências potenciais desses solos são abrangidas pelos critérios de avaliação de 
80% (ver capítulo 13).

7.3 Solos naturais padrão não contaminados

Assim como a Alemanha adotou o uso de solos naturais padrão, como os 
Lufas, que são usados rotineiramente desde a década de 80 para vários ensaios 
requeridos para regulamentação de princípios ativos de agrotóxicos, no Brasil, 
o Ibama, por meio da Portaria Normativa nº 84 de 15 de outubro de 1996, esta-
beleceu que os testes de comportamento de agrotóxicos no solo (de biodegra-
dabilidade em solos, de avaliação da mobilidade e de avaliação da adsorção/
dessorção) sejam realizados com solos das seguintes classes (segundo a classi-
ficação mais atual da Embrapa; Santos et al., 2018): Latossolo vermelho, dis-
trófico ou álico, A moderado textura média; Latossolo vermelho distroférrico, 
A moderado, textura argilosa; ou Gleissolo melânico, Tb, A proeminente, tex-
tura média (ver Tabela 7.1 e seção 3.2). Solos brasileiros com estas caracterís-
ticas já foram utilizados em ensaios ecotoxicológicos de fuga (Stefani Junior, 
2010; Sousa, 2010) e de bioacumulação em minhocas (Stefani Junior, 2010) 
e comprovou-se a sobrevivência e a ausência de anormalidades tanto morfo-
lógicas quanto comportamentais, assim como manutenção da capacidade de 
escavação das minhocas nesses solos. Um estudo realizado com minhocas E. 
andrei demonstrou que os solos recomendados pelo Ibama podem ser utili-
zados em ensaios de fuga e reprodução dessa espécie (Ferreira et al., 2015). 
Estudos sobre o possível efeito desses solos sobre outras espécies de oligo-
quetas ainda são necessários visto que algumas espécies, como por exemplo, 
a Dichogaster annae, podem ter sobrevivência abaixo do nível desejável em 
Latossolo bastante semelhante ao recomendado pelo Ibama (Cantelli, 2011).

Embora se reconheça que o uso de solos artificiais como substrato fornece 
informações que podem ser comparadas internacionalmente, o uso de solos 

Tabela 7.1. Características físico-químicas dos solos recomendados pela Portaria Normativa nº 84 (Ibama, 1996).

Classificação 
do solo pH em H2O pH em KCL Corg  

(g kg)
Argila  
(g kg) Densidade Porosidade 

(%)
Latossolos 4,9 a 5,3 3,8 a 4,8 15 a 40 580 a 700 1,1 a 1,5 50 a 65
Gleissolos 3,5 a 5,1 3,0 a 4,7 50 a 100 300 a 500 0,8 a 1,0 -
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naturais de regiões agrícolas podem gerar resultados mais realísticos. A diretriz 
da OECD (2010) cita a possibilidade do uso de solo natural ou solo artificial 
como substrato para ensaios de bioacumulação em minhocas e enquitreídeos, 
em solos contaminados com agrotóxicos, metais ou outros compostos. De 
acordo com a diretriz, o solo natural deve permitir a sobrevivência e a repro-
dução dos oligoquetas durante os períodos de aclimatação e do ensaio, sem 
que os organismos-teste apresentem qualquer mudança ou anormalidade na 
aparência e no comportamento, além de escavarem o solo normalmente.

Os solos naturais a serem usados em ensaios de ecotoxicidade devem ser tra-
tados e analisados como descrito na seção 7.2. Antes da realização dos ensaios, 
deve ser realizado o ajuste da umidade dos solos para 40-60% da CRA, como 
descrito para o SAT.

7.4 Determinação da capacidade de retenção de 
água (CRA)

Para determinar a capacidade de retenção de água (CRA) do SAT ou solo 
natural, recomenda-se utilizar o método descrito na norma ISO 11268-2 (ISO, 
1998). Recipientes específicos, que podem ser anéis largos de metal ou tubos 
de PVC, têm a parte inferior vedada com papel de filtro e são preenchidos com 
uma quantidade definida (por exemplo, 5 g) do solo-teste (natural ou artificial). 
Os recipientes (pelo menos três replicatas) são colocados em uma bandeja com 
água de modo a permitir absorção pela abertura inferior até que a água alcance 
a superfície do solo por capilaridade. Cuidadosamente, adiciona-se água à 
bandeja até que o nível da mesma esteja acima do nível do solo no interior 
do recipiente, e aguarda-se por três horas. Em seguida, os recipientes devem 
ser colocados sobre areia quartzosa fina por duas horas para a drenagem do 
excesso de água, uma vez que nem toda a água absorvida por capilaridade é 
retida nos poros do solo. Após este período, registra-se o peso do recipiente 
com o material úmido e posteriormente realiza-se a secagem em estufa à tem-
peratura constante de 105 ºC por 24/48 horas. Após a secagem, registra-se o 
peso do recipiente com o material seco. O peso úmido (U) e seco (S) do solo é 
obtido após descontado o peso do recipiente e do papel filtro. A capacidade de 
retenção de água é calculada a partir da seguinte equação: 

CRA = [(U – S) / S] x 100

onde:

CRA = capacidade de retenção de água, em porcentagem de massa seca (%).

U = peso do SAT (ou solo) úmido.

S = peso do SAT (ou solo) seco.

É importante destacar que, devido à grande variabilidade na granulometria no 
teor de matéria orgânica e na quantidade e tipologias de argilominerais, cada 
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solo tem um valor específico de CRA. A umidade adequada para oligoquetas 
está entre 40% a 60% da CRA, segundo a norma ISO 11268-2 (ISO, 1998).

7.5 Determinação do pH

Para que o SAT esteja em condições ideais para a sobrevivência e a repro-
dução das minhocas, seu pH deve estar em 6,0±0,5. Esta aferição deve ser feita 
quando todo o material já estiver misturado e pronto para o uso, porém, antes 
da adição de água ao substrato. Para isso, retiram-se diversas alíquotas de 10 g 
do substrato artificial para cada amostra. Em cada uma devem ser adicionadas 
quantidades crescentes (ex. 0; 0,2; 0,4; até 1%) de CaCO3, o que permite deter-
minar a quantidade necessária de CaCO3 para a correção do SAT. Após a mis-
tura da amostra com o CaCO3, adicionam-se 50 mL de uma solução de cloreto 
de cálcio (CaCl2) 0,01M a cada amostra e os recipientes devem ser agitados 
por 5 minutos. Em seguida, esta mistura deve permanecer em repouso por 2 
horas, antes de se realizar a leitura de pH, por meio de imersão do eletrodo do 
aparelho na suspensão. Com os valores de pH obtidos na análise do substrato, 
devido às diferentes concentrações de carbonato de cálcio (p.ex., Tabela 7.2), é 
possível construir uma curva de calibração (Figura 7.2) e corrigir a quantidade 
necessária de CaCO3 para que a mistura fique na faixa de pH desejada. 

A norma NBR/ISO 16387 (ABNT, 2012) recomenda a utilização de cloreto 
de cálcio (CaCl2) 0,01M ou cloreto de potássio (KCl) 1M como veículo para 
medida do pH. Alguns autores também utilizam água destilada. Neste manual, 
indicamos a utilização de CaCl2 por ser o método mais comum em laboratórios 
de solo no Brasil.

Tabela 7.2. Exemplo de calibração do pH do 
SAT.

CaCO3 
(%)

CaCO3 
(g)

pH do 
substrato Condição

0,0 0,00 4,89 Impróprio
0,2 0,02 6,04 OK
0,4 0,04 6,17 OK
0,6 0,06 6,36 OK
0,8 0,08 6,50 OK
1,0 0,10 6,68 Impróprio
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7.6 Defaunação do solo

Quando se trabalha com solos naturais como substrato para os ensaios de eco-
toxicidade, a retirada da fauna original é importante para evitar interferência de 
fatores não inerentes à substância-teste nos resultados, principalmente quando 
se trata de ensaios de reprodução que têm duração mais longa. A presença de 
casulos de minhocas nesses solos pode levar a resultados errôneos na contagem 
dos juvenis. Da mesma forma, a presença de outros organismos que possam 
competir com as minhocas por alimento, espaço, ou a presença de predadores 
e parasitas durante a execução dos ensaios podem interferir nos resultados. A 
mesma precaução deve ser adotada com relação aos substratos de cultivo das 
minhocas, bem como ao alimento a ser utilizado nos ensaios de reprodução.

Alguns processos de defaunação do solo podem interferir na biodisponibili-
dade dos contaminantes e, por isso, tal procedimento é motivo de controvérsia. 
Porém, o método que vem sendo bastante utilizado é o recomendado por Pesaro 
et al. (2003), com ao menos dois ciclos de congelamento de 48 horas, seguidos 
de descongelamento do substrato. Normalmente, o solo é congelado por este 
período e em seguida, mantido em temperatura ambiente por igual período de 
tempo, sendo este procedimento repetido por três vezes, totalizando 12 dias de 
defaunação. Esse procedimento também pode ser aplicado para defaunação do 
alimento das minhocas.
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Para avaliar o potencial de toxicidade de determinados compostos químicos 
a organismos bioindicadores são utilizados diferentes métodos, destacando-
-se: aplicação localizada, alimentação forçada e testes de imersão, entre outros 
(Kula; Larink, 1997). Entretanto, para organismos edáficos, recomenda-se que 
as substâncias-teste sejam previamente aplicadas ao solo, antes de expor os 
mesmos. No caso de agrotóxicos, dependendo do objetivo do ensaio, a subs-
tância-teste pode ser avaliada tanto com a formulação comercial, quanto pelo 
uso do ingrediente ativo (i.a.) puro. A concentração que se deseja testar (ver 
seções 8.1, 11.2.4 e 11.2.5) deve ser baseada na quantidade de i.a. da subs-
tância de interesse, normalmente expressa em miligramas de i.a. por quilo de 
substrato seco (mg kg-1). A norma NBR 15537 (ABNT, 2007) preconiza fór-
mulas e exemplos de como preparar as soluções da substância-teste nas con-
centrações desejadas. De maneira geral, são recomendados três métodos para 
incorporação da substância-teste ao solo (ISO, 1998; ABNT, 2007), os quais 
serão descritos a seguir:

8

8.1 Substâncias solúveis em água

Imediatamente antes de iniciar o ensaio, deve-se dissolver a quantidade neces-
sária da substância-teste em cerca de metade do volume de água necessário 
para corrigir a umidade do solo para 40-60% da capacidade de retenção de 
água (CRA). A outra metade da água já deverá ter sido utilizada no pré-
-umedecimento do solo no dia anterior (ver seção 4.4). A solução/suspensão 
da substância-teste deve ser aplicada sobre o substrato, e ambos misturados 
intensamente, até completa homogeneização. A homogeneização pode ser 
obtida com: misturador elétrico (tipo Mixer), betoneira pequena (para grandes 
quantidades). Dependendo da quantidade, o processo de mistura do solo com 
a solução da substância pode ser feita dentro de recipientes grandes (baldes) 
revolvendo-se o solo com colheres grandes, ou em sacos plásticos grandes 
(resistentes) que são agitados manualmente até completa homogeneização. 
Para se testar a eficiência do método, pode-se utilizar uma quantidade de areia 
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8.2 Substâncias insolúveis em água, mas solúveis 
em solventes orgânicos

Nestes casos, a substância-teste deve ser diluída em pequenas quantidades de 
algum solvente orgânico volátil (por exemplo, acetona ou hexano) e mistu-
rada à porção de areia correspondente (no caso de solo artificial). O solvente é 
evaporado deixando-se os recipientes-teste abertos, por no mínimo 1 hora, de 
preferência em uma capela de laboratório para proteger os organismos de gases 
tóxicos em certos casos resultantes das reações químicas entre o solvente e o 
soluto, no ato da mistura. Após estes procedimentos, os demais ingredientes 
constituintes do solo artificial são adicionados e misturados e a umidade é ajus-
tada para 40% - 60% da CRA do substrato. Em solo natural, a substância-teste 
pode ser adicionada a uma porção de solo seco, como descrito acima para o 
solo artificial, ou adicionada no solo úmido, com subsequente período de eva-
poração, se um agente solubilizante for utilizado. Em geral, o contato do solo 
úmido com os solventes deve ser evitado tanto quanto possível (OECD, 2010).

colorida, misturada ao solo. Se a mistura resultar em porções mais coloridas 
que outras, então o método não foi eficiente. No caso do Solo Artificial Tropical 
(SAT), o próprio pó da casca de coco, em contraste com a cor clara da areia, 
serve como indicador da homogeneização.

8.3 Substâncias insolúveis em água ou solventes 
orgânicos

Misturar 10 g de areia industrial de granulometria fina (mais de 50% de par-
tículas de tamanho entre 0,05 mm e 0,2 mm) à quantidade da substância-teste 
requerida, de acordo com a concentração desejada, e em seguida adicionar 
o restante dos ingredientes do solo-teste, a quantidade necessária de água, e 
homogeneizar. Em solo natural esta mistura é adicionada no solo pre-umede-
cido e, após homogeneização, adiciona-se o restante de água para o requerido 
conteúdo de umidade (OECD, 2010).

Em qualquer uma das alternativas anteriores, é desejável que se saiba a per-
sistência da substância-teste no tipo de solo testado. O equilíbrio entre o solo 
e a água intersticial deve ser estabelecido antes da exposição dos organismos 
e, dependendo da substância-teste utilizada, este período de tempo pode ser de 
dias ou de meses (OECD, 2010). 

Métodos analíticos adequados com acuracidade, precisão, sensibilidade e 
limites de detecção conhecidos devem ser utilizados para a quantificação da 
substância nas soluções-teste, no solo e no material biológico, bem como os 
detalhes da preparação das amostras e armazenamento (OECD, 2010).
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8.4 Considerações relativas a ensaios com 
agrotóxicos que simulem situações reais das 
práticas agrícolas

Os ensaios ecotoxicológicos com oligoquetas também podem ser utilizados 
para avaliar o efeito de agrotóxicos sobre organismos não alvos, por meio de 
ensaios que simulam a utilização desses produtos em áreas agrícolas.

No Anexo D da norma ISO 11268-2 (ISO, 1998), que apresenta recomenda-
ções semelhantes às da norma OECD 222 (OECD, 2004), um ensaio desen-
volvido com este objetivo é descrito. Nesse anexo, recomenda-se que a apli-
cação do agrotóxico para o ensaio em laboratório seja realizada da forma mais 
similar possível às rotinas agrícolas. Como exemplo, recomenda-se que, no 
caso de agrotóxicos aplicados nas lavouras sob a forma de pulverizações, seja 
utilizado também em laboratório um pequeno pulverizador (comumente utili-
zado em jardinagem), para aplicação dos produtos na superfície do substrato, 
nos respectivos recipientes em que os organismos serão expostos. 

Da mesma forma, salienta-se que as quantidades de produto utilizadas devam 
ser correspondentes àquelas recomendadas para aplicações em campo. Para 
tanto, a taxa de aplicação deve ser ajustada levando-se em consideração a 
quantidade de produto, a profundidade atingida, bem como a densidade dos 
solos utilizados nos ensaios. Recomenda-se ainda que se utilize uma técnica 
de calibração (por exemplo, pesagem), para conferir a quantidade de produto 
depositada sobre o solo. Assim, pode-se calcular a quantidade do produto a ser 
incorporada por kg do solo-teste, com base na dose recomendada por área, e a 
conversão para a quantidade de solo seco utilizado no ensaio. 

Para o cálculo das quantidades de agrotóxico aplicadas por kg de solo, consi-
dera-se a densidade e a profundidade do solo em questão. Usualmente, para 
facilitar os cálculos, muitos autores tem fixado a densidade do solo em 1 g por 
cm³. Contudo, a profundidade do solo deve ser determinada em cada situação, 
dependendo do objetivo do ensaio e das propriedades da substância-teste. 
Normalmente, nos casos onde não se tem conhecimento sobre a profundidade 
do solo, recomenda-se considerar 5 cm. 

Em relação ao volume de calda (agrotóxico + água) a ser aplicado, o método 
descrito no norma da ISO 11268-2 (ISO, 1998) recomenda que o mesmo deva 
ser baseado em uma taxa de aplicação em campo de 600 a 800 L ha-1. No 
entanto, estas quantidades podem ser modificadas, sempre levando em con-
sideração as culturas nas quais o agrotóxico é aplicado, de modo a utilizar 
volumes mais relevantes e mais similares às situações reais. 

A norma nº 222, da Organization for Economic Co-operation and Development 
(OECD) (2004), recomenda que, no caso de agrotóxicos aplicados por pulve-
rização, os mesmos sejam aplicados na superfície dos substratos, nos ensaios 
em laboratório, quando as minhocas já tenham se deslocado para o interior do 
solo, esperando-se por um período de 30-60 minutos após a introdução das 
minhocas, para evitar qualquer exposição direta por contato à substância-teste 
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na pele dos organismos. Ambas as normas citadas salientam que agrotóxicos 
com formulações especiais, como granulados e aqueles para tratamento de 
sementes, devem ser aplicados da maneira mais similar possível ao seu uso 
agrícola.

A seguir são apresentados dois exemplos dos cálculos para determinação das 
quantidades de agrotóxicos a serem incorporadas ao solo-teste em ensaios 
laboratoriais, visando verificar os efeitos negativos sobre oligoquetas: o pri-
meiro, considerando uma formulação líquida, utilizada em pulverização; e o 
segundo, formulações utilizadas no tratamento químico de sementes. 

No primeiro caso, tomou-se como exemplo a utilização de Vertimec18 EC em 
cultivos de morango. A dosagem máxima recomendada no Brasil é de 75 mL 
100 L-1 do produto em água, com volume de aplicação de 1250 L de calda por 
ha (Nunes; Espíndola, 2012). Essa dosagem corresponde a 16,88 g ha-1 do i.a 
(abamectina). Considerando um solo com densidade 1,0 e os primeiros 5 cm 
de profundidade, tem-se uma massa de 500.000 kg ha-1 de solo. Deste modo, 
a quantidade de i.a. a ser incorporada no solo-teste em ensaios laboratoriais 
deverá ser de 0,03376 mg de abamectina em cada kg de solo, para se ter uma 
dosagem correspondente à recomendada para a cultura do morango. 

No segundo exemplo, considerou-se o caso de agrotóxicos aplicados por tra-
tamento de sementes. Alves et al. (2013) estimaram, de acordo com as doses 
comercialmente utilizadas, o volume dos ingredientes ativos (i.a.) que possi-
velmente são disponibilizados no solo quando se utilizam sementes tratadas. 
Deste modo, o cálculo da quantidade de produto por hectare foi feito a partir 
do número de sementes recomendado para um hectare, e do volume de cada 
produto recomendado por quilograma de semente. 

Assim, da mesma forma que no exemplo anterior, considerando um solo de 
densidade igual a 1.0, onde as sementes permaneçam nas camadas de 0-5 cm 
do solo, estimou-se que uma massa de 500.000 kg de solo ha-1 estaria sujeita à 
contaminação pelo agrotóxico. Desta forma, foi feita a extrapolação do volume 
de cada produto/i.a. kg-1 solo (Tabela 8.1).

Tabela 8.1. Cálculo estimado do volume de agrotóxicos (ingredientes ativos), sob recomenda-
ção comercial, expostos por kg de solo, considerando a camada dos 5 primeiros cm do solo e as 
exigências para a cultura da soja (Alves et al., 2013).

Nome comercial Ingrediente ativo (i.a.) i.a. (%) mg de i.a.kg-1 solo
CAPTAN 480 SC captan 48 0,229
VITAVAX 200 SC carboxin + thiram 20 0,115
CRUISER 350 FS thiamtoxam 35 0,201
STANDAK 250 SC fipronil 25 0,096
GAUCHO 600 FS imidacloprid 60 0,229

A fórmula utilizada para o cálculo do número de sementes por hectare (Embrapa 
Rondônia, 1999) foi:
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Onde:

Q = Quantidade de semente necessária por hectare (kg/ha).

P = Peso de 100 sementes (g).

D = N° de plantas que se deseja por metro linear (nº/m).

E = Espaçamento utilizado (cm).

G = Porcentagem de emergência em campo (%).

Merece destaque que, embora tenham sido descritas várias formas de se expor 
as substâncias-testes ao substrato, em todas as situações em que se utilizam 
solventes voláteis, após a aplicação do agrotóxico, os recipientes-testes devem 
permanecer abertos por no mínimo uma hora, permitindo a volatilização dos 
solventes.

1000∙P∙D
G∙E

Q =
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Os ensaios devem ser realizados, preferencialmente, em salas ou câmaras incu-
badoras em que temperatura e luminosidade possam ser controladas. 

9

9.1 Temperatura

A temperatura recomendada nas normas NBR 15537, NBR ISO 17512-1, NBR 
ISO 16387 (ABNT, 2011, 2012, 2014), ISO 11268-1, ISO 11268-2 e ISO 16387 
(ISO, 1993, 2004, 2012), 207 e 222 (OECD, 1984, 2004) e E1676-04 (ASTM, 
2004) para o desenvolvimento dos ensaios com Eisenia fetida, Eisenia andrei 
e com Enchytraeus albidus é de 20 ± 2 °C, com limites de 15 °C e 20 °C, mas, 
para E. crypticus, temperaturas até 30 °C podem ser usadas conforme o obje-
tivo do ensaio. 

Para regiões tropicais recomenda-se a utilização de 28 ± 2 °C (Garcia, 2004; 
Garcia et al., 2007; Jänsch et al., 2005), inclusive na norma ISO 11268-2 (ISO, 
2012). Para regiões subtropicais e intermediárias entre os trópicos e subtró-
picos, temperaturas médias de 20 °C  a 25 °C tem sido utilizadas conforme a 
realidade de cada local (Buch, 2010; Niva et al., 2010a, 2010b; Nunes, 2010; 
Niemeyer et al., 2011; Chelinho et al., 2012; Nunes; Espíndola, 2012). A norma 
NBR 15537 recomendava o uso de 20 °C para os ensaios, mas a versão atua-
lizada em 2014 (ABNT, 2014) recomenda o uso de 25 °C numa tentativa de 
“tropicalizar” um método originalmente desenhado para as condições de clima 
temperado e também porque essa é uma temperatura que muitos laboratórios 
usam como rotina.

9.2 Iluminação

O ensaio deve ser realizado sob fotoperíodo controlado. Para minhocas, as 
normas ISO 11268-1 (ISO, 1993) e 11268-2 (ISO, 2012) recomendam ciclos 
entre 12 horas de luz para 12 horas de escuro e 16 horas de luz para 8 horas 
de escuro; as normas 207 (OECD, 1984), E1676-04 (ASTM, 2004) e NBR 
15537 (ABNT, 2014) recomendam luz contínua; e a norma 222 (OECD, 2004) 
recomenda preferivelmente 16 horas de luz para 8 horas de escuro. Para enqui-
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treídeos, o regime de 16 horas de luz para 8 horas de escuro (fotoperíodo de 
verão de clima temperado) com intensidade luminosa de 400 lux a 800 lux é 
recomendado pela norma 16387 (ISO, 2004) na área dos recipientes-teste, para 
prevenir que os organismos escapem do solo. 

Para região tropical, regime de luz de 12 horas tem sido utilizado (Garcia et al., 
2007; Nunes, 2010, Nunes & Espíndola, 2012).
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A ecotoxicidade de uma substância baseia-se na relação dose-resposta gerada 
a partir de dados de um ensaio ecotoxicológico, ou seja, dos diferentes níveis 
de efeito obtidos em função das diferentes concentrações (ou doses) da subs-
tância a que os organismos-teste foram expostos durante o ensaio. O mesmo 
conceito pode ser aplicado no caso de uma matriz contaminada (e.g., lodo) ou 
de um solo contaminado. A relação entre a concentração (ou dose) e a resposta 
mensurável (proporção da população afetada no caso de ensaios de letalidade 
ou fuga ou a inibição da germinação, ou o decréscimo do número de juvenis 
produzidos ou da biomassa no caso de ensaios de reprodução ou crescimento) 
pode ser representada por uma curva dose-resposta (Figura 10.1). Nessa curva, 
geralmente sigmóide, não se observa efeito tóxico na porção inicial (concen-
trações menores), mas em seguida, observa-se um rápido aumento do efeito à 
medida que a concentração aumenta, ou seja, quanto mais alta a concentração, 
maior será o número de indivíduos respondendo à ação da mesma (seja por 
aumento da mortalidade ou por diminuição da reprodução ou crescimento). 
Não raramente, algumas substâncias apresentam configurações diferentes da 
curva dose- resposta (ver capítulo 14). 
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Figura 10.1. Curva dose resposta sigmoide 
hipotética indicando faixas de concentração 
de acordo com a intensidade de um efeito/res-
posta (ex. diminuição do número de juvenis, 
perda de biomassa, aumento da letalidade). 
A posição da concentração efeitiva para 50% 
(CE50) e para 10% da população (CE10) es-
tão indicadas na curva.

Através de análises estatísticas desses dados (ver capítulo 14) pode determinar-
-se um valor representativo da concentração da substância testada que causa 
um determinado efeito (letalidade, redução na reprodução, redução da bio-
massa, rejeição ao solo contaminado) sobre um determinado estágio de vida 
específico de uma população de organismos durante um determinado período 
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de tempo. Os valores mais comumente utilizados e considerados em avalia-
ções de risco são:

1. CENO (concentração de efeito não observado) - a maior concentração da 
substância testada que não causa efeito (por exemplo, letalidade, repro-
dução) estatisticamente significativo sobre os organismos-teste em compa-
ração ao controle (probabilidade p > 0,05).

2. CEO (concentração de efeito observado) - a menor concentração da subs-
tância testada que causa efeito (por exemplo, letalidade, reprodução) esta-
tisticamente significativo sobre os organismos-teste em comparação ao 
controle (probabilidade p ≤ 0,05).

3. CLx (concentração letal para x% da população) - a concentração que causa 
letalidade em x% da população em relação ao controle. Por exemplo, CL50 
é a concentração que causa letalidade em 50% dos organismos testados.

4. CEx (concentração efetiva para x% da população) - a concentração que 
causa efeito específico (por exemplo, inibição da reprodução) em x% da 
população em relação ao controle. Por exemplo, CE50 é a concentração 
que causa 50% de redução na reprodução (número de juvenis produzidos 
ao final do ensaio) em relação ao controle.

Apesar da CENO e CEO ainda serem utilizadas em avaliações de risco e 
para fins regulatórios, a sua relevância tem sido bastante criticada, principal-
mente por se restringirem às concentrações testadas nos ensaios e pela análise 
estatística utilizada (Van Der Hoeven, 1997; Isnard et al., 2001; Magalhães; 
Ferrão Filho, 2008; Delignette-Muller et al., 2011). Neste momento, no caso 
do registro de agrotóxicos na Europa, os valores do CENO estão sendo substi-
tuídos pelo cálculo do CE10.

10.1 Ensaios de letalidade e reprodução

A norma ISO 16387 (ISO, 2014) recomenda três desenhos amostrais para o 
ensaio definitivo de mortalidade e de reprodução, onde o fator de espaçamento 
das concentrações do contaminante a serem testadas não deve ser maior que 
2 para garantir maior robustez dos resultados. Esses desenhos se aplicam a 
ensaios com enquitreídeos. O mesmo princípio, com ligeiras adaptações, pode 
ser aplicado com minhocas (normas ISO 11268-1 e ISO 11268-2) e colêm-
bolos (norma ISO 11267) (ISO, 1993, 1998, 1999).

Estratégia CENO - Se o objetivo é a determinação do CENO e do CEO, o 
ensaio de letalidade e/ou reprodução deve ser conduzido com pelo menos 
cinco concentrações em uma série geométrica, em que cada concentração deve 
ser testada com quatro replicatas (cinco, no caso dos colêmbolos), e o controle, 
com oito.
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Estratégia CEx - Se o objetivo é a determinação de CEx, o ensaio de letalidade 
e/ou reprodução deve ser conduzido com 12 concentrações com pelo menos 
duas replicatas cada, mais seis replicatas no controle. O fator de espaçamento 
pode variar, sendo menor na faixa de concentrações mais baixas, e maior nas 
concentrações mais altas. No entanto a situação ideal será testar mais concen-
trações próximas ao valor da concentração de efeito que se queira determinar 
(por exemplo, o CE50), pois nesse caso o intervalo de confiança associado ao 
valor determinado será menor e mais confiável. Para isso é necessário ter infor-
mação com base em ensaios preliminares para uma melhor definição da gama 
de concentrações a serem testadas.

Estratégia mista para determinação de CENO e CEx simultaneamente - reco-
menda-se conduzir o experimento com seis a oito concentrações, em uma série 
geométrica, com quatro replicatas cada uma e mais oito replicatas no controle. 
Este desenho amostral foi proposto originalmente pela força-tarefa do ensaio 
interlaboratorial com enquitreídeos (Römbke; Moser, 2002), mas também se 
aplica aos ensaios com minhocas e colêmbolos.

10.2 Ensaio de fuga

Para o ensaio de fuga recomenda-se conduzir o experimento com cinco repli-
catas para quando se deseja testar apenas uma concentração (um uma dose 
e.g., lodo ou de solo contaminado). No caso de se testar várias concentrações/
doses, recomenda-se testar pelo menos quatro concentrações diferentes mais o 
controle, também com cinco replicatas para cada combinação.

O capítulo 14 discute as implicações estatísticas para a determinação de CLx, 
CENO, CEO e CEx.
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Para avaliar a ecotoxicidade aguda de substâncias isoladas ou solos de áreas 
contaminadas a oligoquetas existem ensaios padronizados em normas, como 
a 207 da Organization for Economic Co-operation and Development (OECD) 
(1984), a 11268-1 da International Organization for Standardization (ISO) 
(1993), a E1676-04 da American Society for Testing and Materials (ASTM) 
(2004), a NBR 15537 da Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) 
para minhocas (ABNT, 2014), e a NBR/ISO 16387 para enquitreídeos (ABNT, 
2012). Além disso a Environment Canada também publica metodologias para 
ensaios para avaliação de toxicidade com minhocas (Canada, 2004). Estas 
normas descrevem a metodologia para se determinar o efeito letal de conta-
minantes a oligoquetas, por meio da exposição de espécimes adultos a solos 
tratados com várias concentrações de substâncias químicas, ou solos contami-
nados com poluentes. Dentre outros métodos utilizados para se realizar ensaios 
de toxicidade de substâncias químicas destacam-se a aplicação localizada, ali-
mentação forçada e testes de imersão (Kula; Larink, 1997), mas estes têm sido 
pouco utilizados e são considerados menos realísticos.

Os ensaios de ecotoxicidade aguda com oligoquetas podem ser conduzidos 
com diferentes substâncias químicas potencialmente poluentes ou com solos 
de áreas contaminadas, ou com resíduos sólidos e líquidos, tanto em estudos 
de caráter prospectivo como retrospectivo (ver seção 1.1 e capítulo 2 para defi-
nições e exemplos). 

Descreve-se neste capítulo o procedimento para condução do ensaio de eco-
toxicidade aguda (letalidade) tendo por base as normas NBR 15537 (ABNT, 
2014), ISO 11268-1 (ISO, 2012) e E1676-04 (ASTM, 2004), para minhocas, e 
as normas NBR/ISO 16387 (ABNT, 2012) e OECD 220 (OECD, 2004a) para 
enquitreídeos. Ao longo do texto, foram incluídas observações sobre adapta-
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ções já testadas e recomendadas para as condições brasileiras. A importância 
do uso de espécies de origem e ocorrência local, bem como das demais adap-
tações ao ensaio, é discutida no capítulo 2.

11.1 Princípio do ensaio de letalidade

O ensaio de ecotoxicidade aguda (letalidade) preconiza manter indivíduos 
adultos (com clitelo e peso característico da espécie adulta) confinados em 
amostras de solo natural contaminado ou em material de solo ou substrato tra-
tados com concentrações conhecidas da substância-teste (denominados solos-
-teste), por um período de 14 dias, após o qual a mortalidade dos organismos 
expostos é determinada. Além disso, podem ser avaliadas alterações no peso 
corporal, morfológicas e comportamentais nos organismos expostos. 

Os resultados obtidos com a exposição aos solos-teste são comparados com 
os obtidos em solo-controle (não contaminado) e utilizados para estimar a 
concentração que causa entre 10% e 90% (CLx, 14 dias) de mortalidade dos 
organismos expostos, bem como a maior concentração de efeito não observado 
(CENO) e a menor concentração de efeito observado (CEO).

O ensaio é conduzido em duas etapas: uma preliminar, na qual a exposição 
e a avaliação da mortalidade podem ser feitas aos sete dias de contato dos 
organismos com o solo-teste, e que fornece uma indicação aproximada das 
concentrações responsáveis pela mortalidade total e pela ausência de morta-
lidade. Esta etapa serve para determinar o intervalo de concentrações a serem 
utilizadas no ensaio definitivo. A segunda etapa determina as concentrações 
que causam entre 10% e 90% de mortalidade, e produz o resultado definitivo.

11.2 Ensaio de letalidade com minhocas

11.2.1 Eisenia andrei e E. fetida

O material biológico deste ensaio consiste em minhocas adultas das espécies 
E. andrei ou E. fetida, com pelo menos 2 meses de idade, apresentando clitelo 
e pesando de 300 mg a 600 mg.

A norma ISO 11268-1 (ISO, 1993) recomenda que as minhocas sejam retiradas 
do substrato de cultivo e aclimatadas aos solos a serem usados nos ensaios, 
sem contaminação (solos-controle), no mínimo 24 horas antes do início do 
ensaio. A norma E1676-04 (ASTM, 2004) ainda recomenda que os organismos 
sejam lavados em água deionizada, colocados para secar em papel de filtro (ou 
outro papel absorvente) e pesados antes da aclimatação, ou que sejam deixadas 
por 24 horas em papel de filtro umedecido, para purgar o conteúdo intestinal. 
É importante que um número muito maior de organismos necessários para a 
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realização do ensaio seja separado e aclimatado para garantir número sufi -
ciente de indivíduos adultos saudáveis (sem apresentar quaisquer sintomas, 
como letargia, ou injúrias em seus corpos). Após este período de aclimatação 
e/ou de esvaziamento do conteúdo intestinal, no momento da montagem dos 
ensaios, as minhocas devem ser retiradas dos solos-controle ou do papel de 
fi ltro, lavadas em água destilada, colocadas para secar em papel absorvente e, 
pesadas individualmente em balança analítica. Este procedimento é importante 
não apenas para selecionar organismos que estejam dentro da faixa de peso reco-
mendada, mas para a avaliação do efeito da exposição ao(s) contaminante(s) 
sobre a biomassa dos organismos, por comparação com as mesmas medidas, 
ao fi nal do ensaio. Durante a pesagem, recomenda-se que os organismos sejam 
mantidos em condições favoráveis de umidade, sobre papel de fi ltro umede-
cido. Também recomenda-se que os organismos pesados sejam separados em 
grupos, de acordo com as quantidades a serem colocadas em cada recipiente-
-teste, colocados em um recipiente e recobertos com uma pequena camada do 
solo-controle, até o momento de serem colocadas nos recipientes de ensaio.

11.2.2 Outras espécies de minhocas

O ensaio de letalidade também pode ser conduzido com minhocas adultas de 
espécies geófagas (por ex.: Amynthas gracilis ou Pontoscolex corethrurus) 
coletadas no campo ou espécies epigêicas (por ex.: P. excavatus, Eudrilus 
eugeniae), criadas em laboratório ou compradas comercialmente (sobre a 
importância do uso de outras espécies, ver capítulo 2). Caso sejam coletadas 
no campo, devem ser seguidas as instruções detalhadas no capítulo 5. 

O peso dos indivíduos adultos de espécies maiores como A. gracilis, P. 
corethrurus e E. eugeniae pode variar signifi cativamente, dependendo de 
sua procedência. Contudo, os indivíduos de cada espécie a serem usados nos 
testes devem ter tamanhos e peso similares e não devem ser usados indivíduos 
provenientes de diferentes locais ou lotes, ou comprados de diferentes 
fornecedores. Os adultos de A. gracilis e E. eugeniae devem pesar no mínimo 
1 g e de P. corethrurus, no mínimo 700 mg. O peso de P. excavatus deve estar 
entre 200 e 400 mg. Se os indivíduos forem provenientes de culturas realizadas 
no laboratório, indivíduos de idade, tamanho e peso similares devem ser 
selecionados para uso.

11.2.3 Recipientes-teste e equipamentos

Para E. andrei e E. fetida, os recipientes-teste podem ser de plástico ou de 
vidro, com capacidade de 1 L a 2 L e área transversal de cerca de 200 cm2, 
de modo a permitir uma profundidade mínima de solo-teste de 5-6 cm, com 
cada réplica contendo 500 g de solo-teste (matéria seca). A tampa ou cober-
tura do recipiente deve permitir trocas gasosas entre o solo-teste e a atmos-
fera, devendo ser perfurada, e permitir acesso de luz (material transparente). A 
Figura 11.1 apresenta exemplo de recipiente-teste.

Figura 11.1. Exemplo de recipiente-teste 
para ensaios com E. fetida e E. andrei. 

Foto: Maria Edna Tenório Nunes
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11.2.4 Preparo do solo ou substrato-teste

No caso em que a substância-teste é incorporada ao solo artifi cial ou a um solo 
natural, este procedimento deverá ser realizado imediatamente antes do início 
do ensaio, seguindo as recomendações do capítulo 8 (Aplicação da substância-
-teste). Para avaliar solos naturais oriundos de áreas contaminadas ou com 
suspeita de contaminação, os mesmos devem passar pelos procedimentos des-
critos no capítulo 7 (Preparo do substrato teste).

Os substratos já preparados deverão ser acondicionados nos recipientes-teste, 
colocando-se quantidade equivalente a 500 g (equivalente em peso seco) do 
solo-teste por recipiente, ou até 2.000 g, no caso de espécies de maior peso 
corporal, como A. gracilis. 

Dados de pH do solo-teste devem ser obtidos para cada concentração testada, 
no início e no fi nal do ensaio, preferencialmente com uma solução de clo-
reto de cálcio (ver seção 7.5). Para solos naturais, recomenda-se não fazer o 
ajuste do pH, no entanto, caso o pH do solo natural contaminado esteja fora 
da faixa recomendada (6,0 ± 0,5), um ensaio paralelo com ajuste do pH da 
amostra pode ser realizado para auxiliar na interpretação dos resultados. Para 
ensaios com E. fetida e E. andrei, a NBR 15537 (ABNT, 2014) recomenda 
a utilização de 750 g de substrato por recipiente teste, enquanto a norma E 

Para P. corethrurus e P. excavatus, espécies com tamanho de menos de 1 g, 
os recipientes-teste devem comportar 500 g de solo seco, enquanto para A. 
gracilis e E. eugeniae, espécies de tamanho maior que 1 g, são necessários 
recipientes que comportem de 1.000 a 2.000 g de solo seco. Para A. gracilis 
recomenda-se o uso de 2.000 g (equivalente em peso seco) de solo-teste por 
réplica e para E. eugeniae, 1.000 g (Figura 11.2). Todos os recipientes devem 
ser preferivelmente de vidro para permitir iluminação do substrato ao redor 
do recipiente, e também devem possuir tampas ou material de cobertura trans-
parentes e com furos para permitir trocas gasosas (Figura 4.5). Devido ao 
comportamento fotofóbico das minhocas, a iluminação ajuda a evitar que elas 
fi quem aderidas ao vidro e que se mantenham mais tempo em contato com o 
solo-teste.

Além do recipiente-teste, são necessários os seguintes equipamentos e mate-
riais, especifi camente: balança analítica, balança semi-analítica, balança com 
capacidade para quantidades superiores a 1 kg, estufa de secagem, luxímetro, 
medidor de pH, equipamento para determinação da CRA (ver capítulo 7), equi-
pamento para determinação de distribuição de tamanho de partículas do solo, 
equipamento para determinação de densidade do solo, peneiras com abertura 
de malha entre 0,05 mm e 0,2 mm, pipeta volumétrica ou automática, ter-
mômetros ou equipamentos de monitoramento e registro de temperatura (tipo 
Datalogger), temporizadores (timers) para controle de fotoperíodo (luz:escuro) 
dos ambientes de cultivo e de ensaios (câmaras e/ou salas), bandejas plásticas, 
sacos plásticos para misturar o solo, pinças, recipientes de vidro.

Figura 11.2. Exemplos de recipientes-teste de 
vidro para outras espécies de minhocas: (A) 
Para espécies com peso corpóreo maior que 
1 g, contendo 2.000 g de solo-teste (massa 
seca), e (B) para espécies com peso corporal 
menor que 1 g, com 500 g solo-teste (massa-
-seca).

Foto: Andressa Cristhy Buch

(A) 

(B) 
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11.2.5 Ensaio preliminar de letalidade de minhocas

Para avaliação de substâncias químicas potencialmente tóxicas, um ensaio 
preliminar pode ser realizado para estabelecer um intervalo de concentrações-
-teste a ser utilizado no ensaio definitivo. Para tanto, os recipientes-teste devem 
ser preparados com o substrato em duplicatas para cada concentração-teste e 
para o controle (sem o contaminante avaliado, mas tratado com água deioni-
zada ou o solvente usado como veículo), inserindo 10 organismos-teste em 
cada replicata. Este número de organismos refere-se aos ensaios com espécies 
padronizadas, como E. andrei ou E. fetida. Para ensaios com outras espécies, 
não há norma específica sobre o número de espécimes a ser usado, mas para 
P. corethrurus, Buch et al. (2013) usaram 6 organismos por recipiente com 
500 g (peso seco) de solo-teste. Contudo, recomenda-se usar, preferivelmente, 
10 indivíduos para que os ensaios sejam mais comparáveis aos das espécies 
padrão. Recomenda-se usar no mínimo cinco concentrações com um fator de 
progressão (por exemplo 0,1, 1, 10, 100 e 1.000), expressas em miligramas da 
substância-teste para cada quilograma do substrato (matéria seca) (mg kg-1), 
além do solo controle. Este ensaio preliminar deve ser conduzido sob condi-
ções idênticas às descritas na seção 11.2.6. (Ensaio definitivo). 

Segundo a NBR 15537 (ABNT, 2014), os ensaios preliminares, com objetivo 
de determinar a menor concentração que causa 100% de letalidade e a maior 
em que não se observa letalidade, podem ter a duração de 7 dias.

11.2.6 Ensaio definitivo de letalidade de minhocas

O ensaio definitivo deve ser realizado com base nos resultados do ensaio preli-
minar ou, em último caso, baseado em dados de literatura. Nesta etapa se ava-
liam no mínimo cinco concentrações da substância-teste, em uma progressão 
geométrica entre a maior concentração que não causou letalidade (CENO) e 
a menor concentração que causou 100% de mortalidade no ensaio preliminar, 
além dos controles (CEO). Devem ser preparadas no mínimo 4 repetições para 
cada concentração da substância-teste ou para cada diluição do solo contami-
nado-teste, e também para o controle (ver capítulo 10 para detalhes sobre o 
desenho experimental). 

Em cada recipiente com solos-teste, devem ser adicionadas 10 minhocas na 
superfície do solo, quando utilizadas as espécies padronizadas E. andrei e E. 
fetida. Para as outras espécies, o não há norma específica, mas para melhorar 
a comparabilidade dos resultados com as espécies padrão, recomenda-se o uso 
de 10 indivíduos adultos. Não se costuma alimentar as minhocas quando em 
SAT. No caso de ensaios com solos naturais, caso os mesmos contenham <i2% 

1676-04 (ASTM, 2004) cita 200 g e recipientes de vidro de 473 mL. É impor-
tante manter uma profundidade de substrato no recipiente suficiente para que 
as minhocas fiquem enterradas. Além disso, camadas muito finas de substrato 
podem ressecar mais rapidamente.
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de Carbono orgânico, pode-se adicionar 5 g de alimento (5 g de esterco de 
cavalo misturado com 5 mL de água deionizada por recipiente) por cada 500 
g de solo, no inicio do ensaio, quando espécies padronizadas, como E. andrei 
e E. fetida forem utilizadas. Para as demais espécies, observar hábitos alimen-
tares das mesmas e recomendações de suplementação alimentar em literatura 
(ver seção 4). Caso haja consumo do alimento, ele deve ser reposto na super-
fície do solo aos sete dias do ensaio, mas se não houver consumo do alimento, 
não é necessário realimentar as minhocas. Após adicionar os organismos-teste, 
os recipientes-testes devem ser pesados para o monitoramento e reposição 
semanal da umidade como descrito no ensaio preliminar.

Segundo a NBR 15537 (ABNT, 2014), durante a condução do ensaio, a tem-
peratura ambiente (máxima e mínima) e umidade relativa do ar deverão ser 
medidas diariamente, enquanto a luminosidade deve ser determinada no 
mínimo no início do ensaio, no 7º e no 14º dias. 

Como mencionado anteriormente, o ensaio tem duração máxima de 14 dias, 
quando são avaliadas as características de redução da biomassa corporal, leta-
lidade, alterações morfológicas, letargia, entre outros. O critério utilizado para 
identificar indivíduos mortos é a ausência de reação a um leve estímulo mecâ-
nico na parte frontal. Para avaliar a biomassa corporal, os organismos devem 
ser pesados no início e no fim do teste, individualmente, e a diferença de pesos 
calculada. Assim, após a quantificação destes parâmetros, calcula-se a percen-
tagem da letalidade e da alteração de biomassa corporal das minhocas para 
cada tratamento. 

Os principais parâmetros utilizados para avaliar os resultados do ensaio de leta-
lidade são: a CL50 (concentração da substância letal para 50% das minhocas 
durante o período de teste), CENO (maior concentração testada, sem efeitos 
significativos observados) e CEO (menor concentração testada, com efeitos 
significativos observados). Os efeitos são considerados significativos quando 
há diferença estatística dos resultados obtidos em relação ao controle. Para 
maiores detalhes, ver capítulo 14.

11.2.7 Substância de referência

Para confirmar a sensibilidade das minhocas à exposição dos contaminantes, 
deve-se realizar ensaio com cloroacetamida (grau analítico) como substância 
de referência. Este ensaio deve ser conduzido de acordo com o procedimento 
descrito na seção 11.2.6 (Ensaio definitivo) e deve ser realizado, no mínimo, 
uma vez ao ano com as minhocas das culturas-estoques ou paralelamente a 
cada ensaio com a amostra. 

A ABNT (2014) recomenda que os ensaios com a substância de referência 
sejam mais frequentes para o estabelecimento de uma carta-controle de sensi-
bilidade. Para tanto, a sensibilidade do organismo-teste à cloroacetamida deve 
ser avaliada mensalmente, nas mesmas condições do ensaio definitivo. Após 
5 ou 20 ensaios, podem ser calculados dois desvios-padrão (um superior e 
outro inferior à média obtida) e esses valores devem ser grafados na carta-
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-controle, como linhas perpendiculares ao eixo que apresenta os resultados dos 
ensaios de toxicidade. O valor obtido nos ensaios de sensibilidade posteriores 
deve estar compreendido no intervalo de ± 2 desvios-padrão em relação aos 
valores médios obtidos anteriormente para o organismo-teste, que corresponde 
à carta-controle. No caso de utilização de solo artificial, a CL(I)50, em 14 dias 
de teste, para cloroacetamida deve ser de 20 mg kg-1 a 80 mg kg-1 (ABNT, 
2014). O ácido bórico também tem sido utilizado para testar a sensibilidade 
de organismos, porém Niemeyer et al. (2018) reportaram CL50 maior que 
1.000imgikg-1 de ácido bórico em SAT com 5% de matéria orgânica para E. 
andrei, em ensaio de reprodução, dado que confere com Princz et al. (2017). 
Portanto, o ácido bórico não é a substância referência mais adequada para 
ensaios de letalidade com minhocas, ao menos para as Eisenia spp..

11.2.8 Resumo dos requisitos e cronograma do ensaio 
de letalidade de minhocas

A Tabela 11.1 apresenta um resumo das condições do ensaio de mortalidade 
com E. andrei e E. fetida, e o cronograma de execução do ensaio está sumari-
zado na Tabela 11.2.

Tabela 11.1. Resumo dos requisitos e condições do ensaio de letalidade com minhocas des espécies padronizadas (Eisenia andrei e E. fetida). 

Requisitos Condição

Tipo de ensaio Ecotoxicidade aguda; Letalidade.

Referências OECD 207 (OECD, 1984); ISO 11268-1 (ISO, 2012), NBR 15537 (ABNT, 2014); ASTM E1676 
(ASTM, 1995).

Duração 14 dia.

Organismo-teste

E. fetida ou E. andrei (adultos, com peso individual entre 300 mg e 600 mg).

A. gracilis e E. eugeniae, adultos com peso individual >1 g.

P. corethrurus, adultos com peso individual >700 mg.

P. excavatus, adultos com peso individual entre 200 mg e 400 mg.

Alimentação
Nenhuma.

Obs.: Se o solo natural a ser utilizado tiver <2% de carbono orgânico, adicionar 5 g de alimento 
(esterco) por cada 500 g de solo, no início do ensaio.

Substrato Solo artificial/ natural ou de áreas contaminadas (ver capítulo 7 deste Manual).

Quantidade de solo por recipiente

500 g (material seco) para E. andrei, E. fetida, P. corethrurus e P. excavatus.

1.000 g (material seco) para E. eugeniae e 2.000 g para A. gracilis.

Obs.: ABNT (2014) - 750g e ASTM (2004) - 200 g para recipientes 473 mL.

Ambiente de ensaio Câmara ou sala climatizada, com temperatura e fotoperíodo controlados (Ver capítulo 9 Ambiente do 
ensaio).

Número recomendado de concentrações 5 e um controle sem tratamento.

Número mínimo de repetições/tratamento 4

Número de organismos por repetição 10

Temperatura
18 °C a 22 °C 

Obs.: Outras temperaturas têm sido sugeridas para condições tropicais (Ver capítulo 9).

Fotoperíodo
12 horas luz: 12 horas escuro.

Obs.: NBR ISO 11269-2 recomenda luz contínua.
Continua...
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Tabela 11.2. Resumo do cronograma de execução do ensaio de letalidade com E. andrei e E. fetida. 

Etapas Dias Descrição do trabalho a fazer

Preparo do material e 
organismos

1 - Preparo do solo- ou substrato-teste (ver capítulo 7 e seção 11.2.4).

3
- Determinação do pH do substrato (ver seção 7.5) e ajuste, se necessário (no caso de solo 

artificial).
- Determinação da CRA (ver seção 7.4).

5-6
- Seleção dos organismos a serem utilizados no ensaio e aclimatação em solo-controle (não 

contaminado), por no mínimo 24 horas.
- Ajuste da temperatura e fotoperíodo da sala ou câmara de ensaio.

Montagem do ensaio 8

- Ajuste da umidade do solo-teste.
- Preparo da solução estoque e aplicação no solo-teste (ver capítulo 8).
- Retirada dos organismos do solo em que estavam para aclimatação, lavagem em água 

corrente, secagem sobre papel de filtro, separação em grupos de 10, pesagem.
- Pesagem do substrato-teste nos recipientes-teste.
- Retirada de amostras de solo-teste dev cada tratamento, para determinação de pH.
- Introdução de 10 organismos por recipiente-teste.

Ensaios preliminar 
e definitivo - 
Monitoramento e 
avaliações

15
(7º dia após o início 

do ensaio)

Primeira avaliação:
- Retirada das minhocas dos recipientes-teste, observação e anotação das alterações 

morfológicas e comportamentais e do número de sobreviventes.
- Retorno dos organismos sobreviventes para os recipientes-teste.
- Retirada de amostras de solo-teste de cada tratamento, para determinação de pH.
- ajuste da umidade, se necessário.

22
(14º dia após início 

do ensaio)

Avaliação final:
- Remoção dos organismos sobreviventes.
- Determinação final da mortalidade e observação do comportamento.
- Determinação de variação da biomassa dos organismos: lavagem, secagem e pesagem 

dos organismos sobreviventes de cada recipiente-teste.
- Retirada de alíquotas do solo-teste de cada tratamento para determinação do pH e 

umidade.
- Descarte adequado de organismos e solos-teste (ver capítulo 16).

11.2.9 Validação do ensaio de letalidade de minhocas

Alguns critérios devem ser atendidos para que o ensaio seja considerado 
válido. Neste caso, dois principais precisam ser cumpridos:

1. No tratamento controle, a média de mortalidade de minhocas deve ser infe-
rior a 10%.

2. No tratamento controle, a média da perda de biomassa deve ser inferior a 20%.

Intensidade de luz 400 a 800 lux.

Efeito observado Mortalidade.

Expressão dos resultados CL(I)50 em 14 dias. Além de: tóxico ou não tóxico.

Critérios de validade Tratamento controle com mortalidade < 10% e perda de biomassa corporal das minhocas < 20%.

Substância de referência Cloroacetamida: CL50 = 20-80 mg C2H4ClNO/kg de SAT (massa seca).

Tabela 11.1. Continuação... 

Requisitos Condição
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11.3 Ensaio de letalidade com Enchytraeus sp.
O ensaio de letalidade para enquitreídeos será descrito a seguir, separadamente 
do ensaio de reprodução, porém, na maioria dos casos, os dois ensaios são con-
duzidos simultaneamente e, em algumas situações, a avaliação do efeito sobre 
a mortalidade é suprimida para espécies de tamanho corporal menor, fazendo-
-se apenas a avaliação do efeito sobre a reprodução.

11.3.1 Organismo-teste

Para o ensaio de letalidade, assim como para o ensaio de reprodução, enquitre-
ídeos adultos de tamanhos parecidos (cerca de 0,7 cm no caso de E. crypticus 
e 1,5 mm no caso de E. albidus) devem ser selecionados para aclimatação em 
solo-teste não tratado, por pelo menos 24 horas antes do início do ensaio sob as 
condições experimentais. Os organismos devem ser provenientes de culturas 
que passaram por pelo menos uma geração no laboratório sem ter apresentado 
qualquer problema anteriormente (NBR/ISO 16387; ABNT, 2012), como por 
exemplo, contaminação da cultura por outra espécie, estresse hídrico, térmico 
ou alimentar extremo e/ou prolongado. Um número muito maior do que o 
necessário de enquitreídeos deve ser selecionado, para garantir que haja indi-
víduos adultos saudáveis (indivíduos ágeis e sem anomalias) sufi cientes para 
o ensaio.

Em cada recipiente teste são utilizados 10 enquitreídeos adultos, ou seja, indi-
víduos que possuem oócitos vitelogênicos (esferas brancas na região clitelar) 
(Figura 2.2). Não é necessária a sincronização dos adultos como é feito para 
minhocas, mas o tamanho dos indivíduos deve ser distribuído o mais homoge-
neamente possível entre os recipientes-testes de modo que o conjunto de dez 
indivíduos do primeiro recipiente não seja muito diferente do segundo, e assim 
por diante. Esse cuidado é importante para minimizar a variabilidade dos resul-
tados. Os enquitreídeos devem ser manipulados cuidadosamente com pinça 
macia, pincéis fi nos ou estiletes, de tal forma que não se provoquem lesões e o 
processo provoque o mínimo de estresse. 

Uma outra opção para selecionar e contar enquitreídeos de porte pequeno (por 
exemplo, E. crypticus) é colocar os indivíduos em água mineral abundante 
numa placa de Petri, recolhê-los um a um com uma pipeta Pasteur e depositá-
-los sobre pequenos pedaços de parafi lme dentro de uma pequena gota de água 
(Figura 11.3). Por ser um material hidrofóbico, o parafi lme permite que a gota 
d’água se mantenha sobre sua superfície sem se espalhar. Desse modo, os 10 
indivíduos aprisionados numa única gota d’água podem ser facilmente depo-
sitados sobre o substrato-teste de uma só vez. O tamanho da gota não deve ser 
muito grande para não alterar a umidade do substrato. Esse procedimento deve 
ser feito no menor espaço de tempo possível para não estressar os enquitreí-
deos.

Figura 11.3. Separação de enquitreídeos em 
gotas d’água sobre a superfície de um pedaço 
de parafi lme. (A) Transferência de 10 enqui-
treídeos a um recipiente teste com solo. (B) 
Detalhe de um pedaço de parafi lme com en-
quitreídeos em uma gota d’água.

Fotos: Cintia Carla Niva

(A) 

(B) 

gota d’água com 
enquitreídeo

parafi lme
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11.3.3 Preparo do solo- ou substrato-teste

O substrato-teste deve ser preparado seguindo recomendações do capítulo 7, 
porém em quantidades maiores do que o necessário para apenas preencher os 
recipientes e garantir maior precisão das concentrações. Recomenda-se que 
500 g (equivalente em matéria seca) de substrato sejam preparados para cada 
tratamento. Desse montante, a quantidade necessária deve ser distribuída para 
cada recipiente-teste.

Quantidade do substrato-teste - A norma NBR/ ISO 16387 (ABNT, 2012) reco-
menda que seja utilizado o correspondente a 20 g (equivalente em matéria 
seca) do substrato-teste em cada recipiente. 

Alimento - A quantidade de aveia autoclavada misturada ao substrato-teste 
que a norma NBR/ ISO 16387 (ABNT, 2012) recomenda é de 50 mg ao início, 
e 25 mg a cada semana subsequente em cada recipiente para E. albidus, mas 
para E. crypticus e outras espécies menores, a quantidade pode ser reduzida. 
O alimento em excesso é prejudicial, pois pode propiciar o crescimento exces-
sivo de fungos.

Organismos-teste - Dez enquitreídeos saudáveis e com clitelo, limpos e já 
aclimatados ao substrato, ou solo de referência, devem ser adicionados cuida-
dosamente a cada recipiente preenchido com o substrato-teste e alimento (ver 
seção 11.3.1). Pinças, pincéis e alças podem ser utilizados cuidando-se para 
que os enquitreídeos não sejam lesionados durante esse processo.

Para espécies de tamanho menor, como 
é o caso de E. crypticus, a quantidade 
pode ser reduzida para 15 g (Arrate et 
al., 2002) ou 10 g (Pokarzhevskii et al., 
2003) porém, a quantidade de substrato 
utilizada deve preencher 2 cm de pro-
fundidade no recipiente, para garantir 
que todos os enquitreídeos tenham con-
tato suficiente com o substrato-teste du-
rante o ensaio. A redução da quantidade 
de substrato facilita a busca dos juvenis 
entre os grânulos do solo e a contagem 
ao final do ensaio. 

Nota:

11.3.4 Ensaio preliminar de letalidade de Enchytraeus sp.

O ensaio preliminar (range-finding) só é necessário quando não se sabe qual o 
intervalo de concentrações de uma substância a ser testada no ensaio definitivo 
de letalidade (ecotoxicidade aguda). A norma NBR/ISO 16387 (ABNT, 2012) 
recomenda que o ensaio preliminar para teste de letalidade de uma substância 
seja conduzido como um ensaio de 14 dias, no qual a substância é testada a 
0, 1, 10, 100, 1.000 mg kg-1 (miligramas da substância teste por quilograma 

11.3.2 Recipientes-teste e equipamentos

Recipientes para o ensaio - qualquer recipiente de vidro incolor transparente, 
por exemplo, béquer com capacidade de 0,2 L a 0,25 L e 6 cm de diâmetro com 
tampa de vidro ou tampado com filme plástico perfurado, de modo a permitir 
trocas gasosas e evitar ressecamento do solo teste; estufa; estereomicroscópio; 
balanças com capacidade para 50 g a 32 kg e precisão de pelo menos 1 g; 
balança analítica com capacidade para 25 mg a 200 g; precisão de pelo menos 
1 mg; peagâmetro; termômetro (idealmente com registro de temperatura e 
umidade); luxímetro; bastão de vidro; incubadora ou sala com temperatura 
controlada; pinças, ganchos, alças, pincel bem fino, espátulas, pipetas Pasteur 
de plástico; parafilme; bandejas; placas de Petri; sacos plásticos para misturar 
o solo. 
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de matéria seca do substrato) (ver capítulo 8). Concentrações maiores que 
1.000 mg kg-1 não precisam ser testadas. Recomenda-se a utilização de um 
recipiente-teste para cada concentração mais o controle (cada um contendo 10 
enquitreídeos adultos) sem a necessidade de replicatas. Após duas semanas, o 
número de sobreviventes é contado e a letalidade determinada. Se os enquitre-
ídeos não responderem a um estímulo mecânico na parte dianteira (tocando-se 
de leve com pinça ou pincel), esses também devem ser considerados como 
mortos. 

A presença de espécimes juvenis também pode ser verificada para uma esti-
mativa do efeito sobre a reprodução. Se o efeito observado demonstrar uma 
relação dose-resposta clara, as concentrações a serem testadas no ensaio defi-
nitivo poderão ser determinadas sem problemas e a CL50 aproximada poderá 
ser estimada por regressão logística ou análise probit (ver capítulo 14). Se a 
relação dose-resposta não for clara, recomenda-se repetir o ensaio para con-
firmar o resultado e descartar a possibilidade de problemas de execução do 
mesmo. 

Se nenhum efeito for observado mesmo na maior concentração testada, o 
ensaio definitivo, nesse caso chamado de ensaio limite, deverá ser conduzido 
comparando somente oito recipientes-controles com oito recipientes-testes 
com a concentração de 1.000 mg kg-1.

Em ensaios com solos contaminados provenientes do campo, o mesmo proce-
dimento pode ser feito, porém, com 0, 1, 5, 25, 50 e 100% do solo misturado 
ao solo padrão ou de referência (ver capítulo 7), se o objetivo for encontrar a 
CEx. Caso contrário, se o objetivo é apenas verificar a existência ou não de 
toxicidade, os solos podem ser testados diretamente a 100% no ensaio defi-
nitivo.

11.3.5 Ensaio definitivo de Enchytraeus sp. 

O ensaio definitivo é conduzido como o ensaio preliminar, porém, seguindo o 
desenho experimental com enfoque desejado (ver capítulo 10) e com a faixa 
de concentrações desejada ou previamente determinada no ensaio preliminar. 
A duração do ensaio definitivo de letalidade é de 21 dias (para E. albidus) e 
14 dias para E. crypticus ou outro Enchytraeus de ciclo curto. Os adultos são 
alimentados uma vez por semana com, no máximo, 50 mg ao início do ensaio, 
e posteriormente, com, no máximo, 25 mg de aveia moída autoclavada por 
recipiente-teste (ver seção 4.1.3.3). Após esse período, o substrato-teste é exa-
minado cuidadosamente com o auxílio de uma pinça (ou gancho, alça, ou um 
pincel fino) para verificação de quantos dos 10 adultos sobreviveram em cada 
recipiente. Alterações morfológicas ou comportamentais também são obser-
vadas. Caso se queira prosseguir com o ensaio para verificação de reprodução, 
o mesmo substrato-teste do ensaio de letalidade, juntamente com os casulos 
depositados durante o período do ensaio, são reincubados sob as mesmas con-
dições até completar o tempo de exposição necessário (ver seção 12.3).
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11.3.7 Resumo dos requisitos e cronograma do ensaio 
de letalidade com enquitreídeos

Os requisitos e condições necessários para condução e cronograma do ensaio 
de letalidade estão resumidos nas Tabelas 11.3 e 11.4. O cronograma do ensaio 
é descrito para E. crypticus e E. albidus, que são as espécies mais utilizadas, 
mas pode ser utilizado para qualquer outra que apresente ciclo de vida seme-
lhante.

Tabela 11.3. Resumo dos requisitos e condições recomendadas para condução do ensaio de letalidade com enquitreídeos.

Requisitos Condição
Tipo de ensaio Ecotoxicidade aguda; Letalidade.
Referências NBR/ISO 16387 (ABNT, 2012); OECD 220 (OECD, 2004a); ISO 16387 (ISO, 2014).
Duração 14 d (alternativamente 7 dias para espécies de ciclo curto).
Organismo-teste Enquitreídeos adultos com clitelo (espécies do gênero Enchytraeus).
Alimentação Aveia em flocos moída autoclavada (50 mg ou menos, dependendo da espécie) .
Substrato Solo artificial/natural ou de áreas contaminadas (ver seção 4.4).
Quantidade de solo por recipiente 20 g (material seco) ou menos, desde que preencha 2 cm de profundidade .
Ambiente de ensaio Câmara ou sala climatizada, com temperatura e fotoperíodo controlados (ver capítulo 9).

Número recomendado de concentrações 5 e um controle, para enfoque na CENO, ou 12 e um controle, para enfoque na ECx (ver 
capítulo 10).

Número mínimo de repetições/tratamento 4
Número de organismos por repetição 10

Temperatura 18 °C a 22 °C.
Obs.: Outras temperaturas têm sido sugeridas para condições tropicais (ver capítulo 9).

Fotoperíodo 16 horas luz: 8 horas escuro (ABNT, 2012).
Intensidade de luz 400 a 800 lux.
Efeito observado Redução no número de adultos sobreviventes.
Expressão dos resultados CL50 em 14 dias (ou 7 dias). Além de: tóxico ou não tóxico.
Critérios de validade Tratamento controle com mortalidade < 20%.
Substância de referência Ácido bórico. Usar o procedimento para o ensaio de reprodução (ver seção 12.3).

11.3.6 Substância de referência

A norma não tem valores de referência específicos para letalidade de enquitre-
ídeos uma vez que esse parâmetro não é utilizado normalmente. Portanto, para 
testar a sensibilidade do organismo, faz-se a avaliação considerando o efeito 
sobre a reprodução (ver seção 4.9.3). O ácido bórico é a substância referência 
recomendada (ISO, 2014). Esse procedimento é importante para verificar se a 
sensibilidade dos organismos-teste das culturas utilizadas se manteve ao longo 
do tempo e se as condições do laboratório estão adequadas. A norma NBR/ISO 
16387 (ABNT, 2012) ainda recomenda o carbendazim como substância refe-
rência, contudo, esse fungicida foi banido em vários países, por isso a substi-
tuição pelo ácido bórico é recomendada atualmente.
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Tabela 11.4. Resumo do cronograma de execução do ensaio de letalidade com E. crypticus e E. albidus.

Etapas Dias Enchytraeus crypticus Enchytraeus albidus

Preparo do 
material

1 - Preparação do substrato (ver capítulo 7 e seção 
11.3.3).

- Preparação do substrato (ver capítulo 7 e seção 
11.3.3).

3 - Determinação do pH do substrato (ver seção 7.5).
- Determinação da CRA (ver seção 7.4).

- Determinação do pH do substrato (ver seção 7.5).
- Determinação da CRA (ver seção 7.4).

4-6 - Seleção de organismos para aclimatação (ver seção 
11.3.1).

- Seleção de organismos para aclimatação (ver seção 
11.3.1).

7 - Pré-umedecimento do substrato e separação em 
lotes (ver seção 11.3.3).

- Pré-umedecimento do substrato e separação em 
lotes (ver seção 11.3.3).

Montagem do 
ensaio 8

- Preparação da solução estoque e aplicação da 
substância-teste (ver captíulo 8 e seção 11.3.4).

- Pesagem do substrato-teste nos recipientes-teste.
- Adição de alimento no substrato-teste..
- Introdução dos organismos (ver seções 11.3.1 e 
11.3.3).

- Determinação do pH (ver seção 7.5) e pesagem.

- Preparação da solução estoque e aplicação da 
substância-teste (ver captíulo 8 e seção 11.3.4).

- Pesagem do substrato-teste nos recipientes-teste.
- Adição de alimento no substrato-teste.
- Introdução dos organismos (ver seções 11.3.1 e 
11.3.3).

- Determinação do pH (ver seção 7.5) e pesagem.

Ensaios 
preliminar e 
definitivo - 
Monitoramento 
e avaliações

15 (ou 1ª 
semana de 

ensaio)

- Verificação da umidade do meio e adição de 
alimento.

- Verificação da umidade do meio e adição de 
alimento.

22 (ou 2ª 
semana de 

ensaio)

- Determinação da mortalidade.
- Remoção dos adultos.
- Observação do comportamento.
- Determinação do pH e umidade do meio.
(preliminar e definitivo - fim)

- Determinação do pH e umidade do meio.
(preliminar- fim)
- Verificação da umidade e alimento.
(definitivo)

29 (ou 3ª 
semana de 

ensaio)

- Remoção dos adultos.
- Observação do comportamento.
- Determinação da mortalidade.
- Verificação da umidade e alimento do meio.
(definitivo – fim)

11.3.8 Validação do ensaio de letalidade de  
Enchytraeus sp.

Para que o ensaio de letalidade de enquitreídeos seja considerado válido, a 
norma NBR/ISO 16387 (ABNT, 2012) e OECD 220 (OECD, 2004a) reco-
mendam que a mortalidade dos adultos parentais (os primeiros 10 espécimes 
colocados em cada recipiente-teste) não exceda 20% em média das replicatas, 
ao final do teste definitivo. Porém, quando o ensaio de reprodução também é 
realizado simultaneamente, critérios como o número de juvenis gerados e o 
coeficiente e variação são considerados nessa avaliação conforme seção 12.3.

11.4 Cálculo e expressão dos resultados do ensaio 
de letalidade

Para cada concentração, deve-se determinar as médias do percentual de morta-
lidade e, no caso das minhocas, também a redução/ aumento de biomassa dos 
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Os ensaios de ecotoxicidade crônica, em contraste aos de ecotoxicidade aguda, 
são realizados com a finalidade de determinar efeitos na reprodução, crescimento 
e comportamento de organismos, decorrentes de perturbações fisiológicas e bio-
químicas (Rida; Bouché, 1997). Embora os testes de toxicidade aguda sejam úteis 
para identificar substâncias químicas tóxicas, eles não avaliam os efeitos sobre 
os principais eventos do ciclo de vida dos organismos-testes, durante os quais a 
sensibilidade a compostos tóxicos pode ser pronunciada (Hoffman et al., 2003).

Da mesma forma que para os ensaios de ecotoxicidade aguda (ver capítulo 11), 
há normas internacionais que descrevem metodologias-padrão para estudar a 
ecotoxicidade crônica de poluentes a organismos terrestres. Essas metodologias 
padronizam os ensaios que avaliam o efeito sobre a reprodução de oligoquetas 
e estão disponíveis para espécies consideradas modelo na ecotoxicologia ter-
restre. Entre elas destacam-se as normas nº 222 e nº 11268-2 da Organization for 
Economic Co-Operation and Development (OECD) (2004a) e da International 
Organization for Standardization (ISO) (1998), respectivamente, para as espé-
cies de minhocas Eisenia fetida e E. andrei, e ISO 16387 (ISO, 2014), para 
enquitreídeos do gênero Enchytraeus. Existem ainda métodos recomendados 
pela Environment Canada (EC) para ensaios com minhocas (Canada, 2004). O 
princípio dos ensaios para as distintas espécies é o mesmo, contudo, os proce-
dimentos seguem particularidades de acordo com as caraterísticas biológicas 
do organismo-teste, as quais serão detalhadas adiante. 

Apesar de se conhecer a sensibilidade e importância desse tipo de ensaio nas 
avaliações do risco de toxicidade, estas metodologias têm sido pouco explo-
radas em países das regiões de clima tropical e subtropical (Cardoso & Alves, 
2012). Algumas adaptações aos métodos padronizados (OECD e ISO) têm 
sido adotadas em termos de substrato e temperatura (Römbke et al., 2007; 
Nunes; Espíndola, 2012; Alves et al., 2013). Entretanto, a utilização de espé-
cies nativas nesse ensaio ainda encontra entraves, pois a biologia e adequabi-
lidade das espécies ainda não são suficientemente conhecidas. A única espécie 
de minhoca de ocorrência local com biologia razoavelmente conhecida no 
momento, P. corethrurus, apresenta um ciclo de vida de aproximadamente 12 

12
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meses a 20 °C (ver seção 4.4), período longo demais para o ensaio de repro-
dução dentro dos padrões recomendados em Solo Artificial Tropical (SAT) 
(Buch et al., 2011). Contudo, sob temperaturas maiores, a reprodução é mais 
rápida, e um aumento da temperatura para ≥22 °C e do tempo do ensaio para 
90 dias poderia viabilizar o ensaio com essa espécie e sua comparação com E. 
andrei ou E. fetida (ver Buch et al., 2017).

A seguir, descrevemos o procedimento para condução do ensaio de ecotoxi-
cidade crônica (reprodução) para E. fetida e E. andrei seguindo, basicamente, 
as normas ISO 11268-2 (ISO, 2012) e OECD 222 (OECD, 2004a) e, para 
enquitreídeos, Enchytraeus sp., as normas ISO 16387 (ISO, 2014) e OECD 
220 (OECD, 2004b). Ao longo do texto, foram incluídas observações sobre as 
adaptações recomendadas para condições tropicais, como as do Brasil.

12.1 Princípio do ensaio de reprodução 

Organismos adultos são expostos a uma gama de concentrações de uma subs-
tância-teste, em um substrato (solo artificial, natural, ou ainda em amostras de 
solo provenientes de áreas contaminadas) e então são determinados os efeitos 
na reprodução em termos de número de juvenis produzidos e, no caso de 
minhocas, também no crescimento (biomassa corporal).

O percentual de sobrevivência dos adultos é determinado 28 dias após o 
início do ensaio para minhocas e, após 14 dias (ou 7 dias), para enquitreídeos, 
havendo exigências mínimas de sobrevivência nos controles para a validação 
dos ensaios. Os efeitos sobre a reprodução são avaliados pela contagem do 
número de juvenis, normalmente, nascidos aos 56 dias (minhocas), e aos 28 ou 
42 dias (enquitreídeos), entretanto, estes períodos podem variar de acordo com 
o ciclo de vida de cada espécie. 

No caso de ensaios com uma substância-teste da qual ainda não se conhece a 
concentração capaz de provocar algum efeito negativo na reprodução, reco-
menda-se a realização do ensaio em duas etapas, uma preliminar e outra defi-
nitiva. O objetivo do ensaio preliminar é determinar a faixa de concentrações 
subletais que serão utilizadas no teste definitivo. Neste segundo momento 
serão determinadas as concentrações da substância-teste que afetam apenas a 
reprodução do organismo.

12.2 Ensaio de reprodução de minhocas 

12.2.1 Organismo-teste

Assim como nos ensaios de letalidade (ver capítulo 11), minhocas adultas 
(com clitelo aparente) das espécies E. andrei e E. fetida, com peso individual 
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12.2.2 Recipientes-teste e equipamentos

Os equipamentos são os mesmos utilizados no ensaio de letalidade. Porém, 
um equipamento para banho-maria é recomendado para facilitar a extração e 
contagem dos juvenis aos 56 dias de ensaio (Figura 12.1).

12.2.3 Preparo do solo- ou substrato-teste

O preparo do conteúdo dos recipientes e a instalação dos ensaios de toxici-
dade crônica com minhocas são semelhantes aos descritos para a avaliação da 
toxicidade aguda (ver seção 11.2). Da mesma forma, devem ser seguidas as 
recomendações de faixa ideal de pH do substrato-teste (ver seção 7.5), peso 
e idade dos organismos, formas de aplicação das substâncias a serem testadas 
(ver capítulo 8), tipo de recipientes utilizados e a manutenção semanal dos 
experimentos. Contudo, neste caso, recomenda-se que, antes de iniciar o expe-
rimento, seja misturada ao substrato-teste uma fonte de alimento. 

entre 300 e 600 mg, são utilizadas nos ensaios de reprodução (ecotoxicidade 
crônica). Os organismos devem ser obtidos a partir de uma criação padrão 
(ver seção 4.1.3) e os demais cuidados e procedimentos de preparação para 
os ensaios são idênticos aos descritos no capítulo do ensaio de letalidade (ver 
seção 11.2). 

Visando evitar uma alta variabilidade nas taxas de reprodução, decorrentes de 
grandes diferenças na idade dos organismos utilizados nos ensaios de repro-
dução, recomenda-se utilizar apenas adultos, com idade entre dois meses e um 
ano de idade, provenientes de culturas sincronizadas, ou seja, aqueles em que 
as minhocas tenham idade e biomassa parecidas. Para tanto, deve-se iniciar as 
culturas com casulos, como descrito na seção 4.1.3. 

Figura 12.1. A) Recipientes do ensaio de 
toxicidade crônica em banho-maria para ex-
tração das minhocas juvenis geradas após 56 
dias; B) Detalhe da separação dos juvenis pro-
vindos da superfície dos recipientes com solo; 
C) Contagem manual dos juvenis de E. andrei 
gerados no ensaio de toxicidade crônica. 

Fotos: Paulo Roger Lopes Alves
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12.2.4 Ensaio preliminar de reprodução de minhocas

A principal função deste ensaio é determinar as concentrações subletais, que 
possivelmente causam algum efeito prejudicial à reprodução dos organismos. 
Os procedimentos para realização do mesmo estão descritos na seção 11.2.5 
(minhocas).

12.2.5 Ensaio definitivo de reprodução de minhocas

O procedimento de instalação do ensaio defi nitivo é o mesmo descrito para 
o ensaio de letalidade, na seção 11.2. Contudo, a manutenção e a forma de 
avaliação são diferentes. No caso de ensaios com aplicação de substâncias ao 
substrato, devem ser avaliadas pelo menos cinco diferentes concentrações da 
substância-teste, calculadas em relação ao peso de substrato seco (mg kg-1), em 
série geométrica (ver capítulo 10), além de um tratamento controle, no qual 
o substrato será tratado com o mesmo solvente utilizado para diluir as dife-
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rentes concentrações da substância-teste (normalmente água), com pelo menos 
4 repetições por tratamento. 

No ensaio de reprodução as minhocas devem ser alimentadas com 5 g de ali-
mento (5 g de esterco misturado com 5 mL de água deionizada por recipiente) 
por cada 500 g de solo, no inicio do ensaio, quando espécies padronizadas, 
como E. andrei e E. fetida forem utilizadas. No caso de ensaios com solos 
naturais, caso os mesmos contenham < 2% de carbono orgânico, adiciona-se 
a mesma quantidade de alimento. Para as demais espécies, observar hábitos 
alimentares das mesmas e recomendações de suplementação alimentar em lite-
ratura. Caso haja consumo do alimento, ele deve ser reposto na superfície do 
solo aos sete dias do ensaio, mas se não houver consumo do alimento, não 
é necessário realimentar as minhocas. Após adicionar os organismos-teste, 
os recipientes-testes devem ser pesados para o monitoramento e reposição 
semanal da umidade como descrito no ensaio preliminar.

Após quatro semanas (28 dias) do início do ensaio, deve ser realizada a pri-
meira avaliação. Neste momento, os indivíduos adultos devem ser retirados 
manualmente, observando-se alterações morfológicas (como afilamento; falta 
de pigmentação da porção posterior; estrangulamentos em diferentes regiões 
do corpo; fragmentação e perda de segmentos), comportamentais (letargia ou 
lentidão na resposta a estímulos mecânicos) e o número de sobreviventes em 
cada recipiente-teste. Os sobreviventes devem ser pesados, individualmente, 
em balança analítica, para obter os valores da biomassa corporal. Após a reti-
rada dos adultos, o solo, junto aos eventuais casulos e juvenis, deve retornar 
aos recipientes-testes, os quais devem ser mantidos por mais 28 dias sob as 
mesmas condições do início do ensaio. 

Após 56 dias do início do ensaio faz-se a contagem do número de juvenis 
gerados para avaliar os efeitos causados pela substância-teste na reprodução 
dos organismos. Para isto, os recipientes-testes, sem as tampas, devem ser man-
tidos em banho-maria (Figura 12.1A) a temperaturas entre 55 °C e 65 °C, por 
um período de 20 a 30 minutos (ISO, 1998). Há casos nos quais este período no 
banho-maria é insuficiente e, nestas situações, recomenda-se aguardar até uma 
hora. Devido ao gradiente de calor produzido dentro do substrato, os juvenis 
presentes sobem até a superfície e podem ser facilmente extraídos. Na sequ-
ência, os juvenis são separados manualmente e contados (Figuras 12.1B e C).

Como o ensaio de reprodução tem longa duração (8 semanas), é imprescin-
dível que se mantenha a umidade dos substratos corrigida, assim como deve 
ser realizada uma suplementação de alimento para que os organismos man-
tenham taxas suficientes de reprodução e crescimento. Para tanto, imedia-
tamente após a inserção dos substratos nos recipientes-testes, no momento 
de instalação do ensaio, cada recipiente deve ser pesado e o peso anotado. 
Semanalmente, durante todo o período do ensaio, após nova pesagem, devem 
ser adicionadas quantidades de água correspondentes às perdas em relação à 
semana anterior. Estercos bovino ou equino (secos e peneirados) são suge-
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12.2.6 Substância de referência

Para confirmar e monitorar a sensibilidade das minhocas como organismos 
bioindicadores, é necessário realizar um ensaio de toxicidade crônica com o 
ácido bórico, substância de referência para E. fetida e E. andrei (ISO, 2012). 
Quando misturado ao substrato, efeitos significativos (α = 0,05) na reprodução 
deverão ser observados em concentrações entre 400 a 600 mg i.a. (ingrediente 
ativo - ácido bórico) por kg de substrato seco. Este ensaio deve ser conduzido 
de acordo com o procedimento descrito na seção 12.2.5. (Ensaio definitivo), 
no mínimo, uma vez ao ano. 

No trabalho realizado por Niemeyer et al. (2018), E. andrei apresentou CE50 
de 242 e 281 mg kg-1 de ácido bórico em SAT com 5% de matéria orgânica, em 
ensaio de reprodução, com intervalo de confiança na faixa de 172 a 343 mg kg-1 
considerando os dois casos. Esses trabalhos com SAT demonstram valores 
menores do que com o solo artificial OCDE com 10% de matéria orgânica 
para o efeito sobre a reprodução (ISO, 2012), CE50 de 433 mg kg-1 (Stantec, 
2004) e 484 mg kg-1 (Becker et al., 2011). Aparentemente os valores de CE50 
com SAT são menores que em solo artificial OCDE, entretanto, são necessários 
mais estudos para se estabelecer a faixa de sensibilidade para ensaios com o 
solo tropical.

O carbendazim, um fungicida de classificação toxicológica: classe III (ANVISA 
- Consulta Pública nº 113, de 19 de dezembro de 2007) (Anvisa, 2007), era a 
substância de referência utilizada anteriormente, porém o seu uso foi proibido 
em diversos países. Deste modo, optou-se por uma substância que oferecesse 
menor risco e que fosse comercialmente disponível.

ridos para suplementar a alimentação dos organismos, semanalmente, durante 
o ensaio. Recomenda-se que sejam fornecidos 5 g de esterco (seco) umedecido 
com 5 mL de água para cada porção de 500 g (matéria seca) do substrato-teste, 
se houver consumo, independentemente do solo-teste utilizado (natural ou arti-
ficial). A Environmental Canada ainda recomenda o uso de aveia em flocos 
cozida para alimentação dos organismos (Canada, 2004).

Após o final do ensaio de reprodução definitivo, será possível determinar a 
maior concentração da substância-teste que, quando misturada ao solo, não 
causa efeito significativo na biomassa dos adultos e no número de juvenis 
gerados, quando comparado ao controle (Concentração de Efeito Não 
Observado - CENO), e a menor concentração que causa efeito significativo 
(Concentração de Efeito Observado - CEO). Além disso, através do uso de 
regressões não lineares, é possível estimar as concentrações (Concentração 
Efetiva – CE) em que 50% e 20% (CE50 e CE20) da taxa reprodutiva são redu-
zidas. Detalhes sobre o cálculo e a expressão dos resultados estão descritos na 
seção 12.4 e no capítulo 14.
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12.2.7 Resumo dos requisitos e cronograma do ensaio 
de reprodução de minhocas

A Tabela 12.1 apresenta um resumo dos requisitos para o ensaio de toxicidade 
crônica (reprodução) com E. fetida e E. andrei. O cronograma de execução do 
ensaio é descrito na Tabela 12.2.

Tabela 12.1. Resumo dos requisitos para o ensaio de toxicidade crônica com minhocas.

Requisitos Especificação
Tipo de ensaio Ecotoxicidade crônica; reprodução.
Referências OECD 222 (OECD, 2004a); ISO 11268-2 (ISO, 2012).
Duração total 56 dias.
Organismo-teste Minhocas Eisenia fetida ou E. andrei (adultos, com peso individual entre 300 mg e 600 mg).
Alimentação 5 g de esterco (seco) com 5 mL de água (semanalmente).
Substrato Solo artificial/natural ou de áreas contaminadas.
Quantidade de solo por recipiente 500 g (material seco) – ISO/OECD.

Obs.: 750 g (ABNT, 2007) e 200 g para recipientes de 473 mL  (ASTM, 2004).
Ambiente de ensaio Câmara ou sala climatizada, com temperatura e fotoperíodo controlados (ver capítulo 9).
Número recomendado de concentrações 5 e um controle.
Número minímo de repetições/tratamento 4
Número de organismos por repetição 10
Efeito observado  Alteração na biomassa e no número de juvenis gerados.
Expressão dos resultados  CENO, CEO, CE50/CE20 em 56 dias. 

 Além de: tóxico ou não tóxico
Critérios de validade  Tratamento controle com: produção de no mínimo 30 juvenis por réplica; mortalidade < 10% e 

coeficiente de variação < 30%.
Substância de referência Ácido bórico: CE50 = 400 mg a 600 mg H3BO3 kg-1 de solo artifical OCDE (massa seca) (ISO, 

2012); valores para SAT discutidos na seção 12.2.6.
Carbendazim: em desuso.
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Tabela 12.2. Cronograma de execução do ensaio de toxicidade crônica com minhocas Eisenia fetida e E. andrei. 

Etapas Período Atividade a ser desenvolvida

Preparo do material

2 meses antes do início - Sincronização das culturas para obtenção de organismos com idade e biomassa corporal 
semelhante.

3 dias antes do início - Preparo do substrato (ver capítulo 7 e seção 11.2.4).

1-2 dias antes do início
- Determinação do pH do substrato (ver seção 7.5).
- Determinação da CRA (ver seção 7.4).
- Seleção de organismos para aclimatação (ver seções 11.2.1 e 11.2.2).

Montagem do ensaio Dia 1

Seguir as recomendações descritas para o ensaio de letalidade (ver seção 11.2): 
- Preparação da solução estoque.
- Aplicação da substância-teste e homogeneização do solo com solução/suspensão.
- Pesagem do substrato-teste nos recipientes-teste.
- Adição de alimento no substrato-teste.
- Introdução dos organismos.
- Determinação do pH e pesagem dos recipientes (contendo o solo e os organismos).

Monitoramento e 
avaliações  
(Ensaios preliminar e 
definitivo)

Dia 7 - Verificação do alimento e umidade (diferença de peso do dia 1).
Dia 14 - Verificação do alimento e umidade (diferença de peso do dia 7).
Dia 21 - Verificação do alimento e umidade (diferença de peso do dia 14).

Dia 28

- Determinação da mortalidade, remoção e pesagem dos adultos (ver seção 11.2.8).
- Observação de alterações morfológicas e no comportamento das minhocas.
- Determinação do pH (ver seção 7.5).
- Verificação do alimento e umidade (diferença de peso do dia 21).
- Dispor apropriadamente das minhocas, de acordo com os requerimentos legais (ver 

capítulo 16).
Dia 35 - Verificação do alimento e umidade (diferença de peso do dia 28).
Dia 42 - Verificação do alimento e umidade (diferença de peso do dia 35).

Dia 56

- Extrair juvenis do solo-teste e realizar contagem manual (ver seção 12.2.5).
- Determinação do pH (ver seção 7.5).
- Dispor apropriadamente das minhocas e solos, de acordo com os requerimentos legais 

(ver capítulo 16).

12.2.8 Validação do ensaio

Para que o ensaio de reprodução com E. fetida e E. andrei seja considerado 
válido, as normas OECD no 222 (OECD, 2004a) e ISO 11268-2 (ISO, 1998) 
recomendam que três critérios sejam preenchidos. Esses critérios se aplicam 
aos dados de reprodução nos controles:

1. Em cada réplica deve haver, no mínimo, 30 indivíduos no final do teste.

2. O coeficiente de variação deve ficar inferior a 30%.

3. A mortalidade de minhocas adultas, aos 28 dias, deve ser ≤ 10%. 
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12.3.4 Ensaio definitivo de reprodução de  
Enchytraeus sp.

O ensaio definitivo deve seguir um dos esquemas experimentais descritos no 
capítulo 10. O ensaio de reprodução com enquitreídeos é normalmente con-
duzido incluindo-se também, uma avaliação do efeito letal das concentrações 
testadas após a metade do tempo de duração do ensaio, como descrito na 
seção 11.3.5. A duração total do ensaio de reprodução é de seis semanas (42 
dias) para E. albidus e quatro semanas (28 dias) para E. crypticus. Os adultos 
são alimentados uma vez por semana com aproximadamente 50 mg de aveia 
moída e autoclavada, no início do ensaio e, posteriormente, com aproximada-
mente 25 mg por recipiente-teste. Para avaliação da letalidade, após 14 dias, 
espalha-se o substrato-teste sobre um recipiente raso (bandeja pequena, placa 
de Petri de 15 cm de diâmetro ou pedaço de folha de papel alumínio etc.) e 
examina-se, cuidadosamente, com o auxílio de uma pinça (ou gancho, alça, 
ou um pincel fino) para contar, quantos dos 10 adultos expostos inicialmente 
sobreviveram em cada recipiente-teste. Os adultos são retirados e o mesmo 
substrato-teste, juntamente com os casulos depositados, são reincubados sob 
as mesmas condições até completar o tempo de exposição necessário (três 
semanas adicionais para E. albidus e duas, para E. crypticus) para o ensaio de 
reprodução. A remoção dos adultos deve ser rápida para evitar o ressecamento 
do substrato e dos juvenis já eclodidos. A adição de alimento deve continuar 
por mais uma semana. 

O ensaio de reprodução com E. crypticus pode ser conduzido por quatro 
semanas ininterruptas (28 dias) sem a remoção dos adultos após 14 dias 
(Chelinho et al., 2011). Nesse caso, a avaliação de mortalidade não é feita pois, 

12.3 Ensaio de reprodução de Enchytraeus sp.

12.3.1 Organismo-teste (ver seção 11.3.1)

12.3.2 Recipientes-teste e equipamentos (ver seção 
11.3.2)

12.3.3 Ensaio preliminar de reprodução de  
Enchytraeus sp.

O teste preliminar ao ensaio de reprodução é idêntico ao preliminar de letali-
dade (seção 11.3), porém, como o objetivo neste ensaio é encontrar a faixa de 
concentrações subletais, mais atenção deve ser dada à presença e ausência de 
juvenis nas concentrações testadas, ao final do ensaio preliminar. Esses dados 
auxiliarão na determinação das concentrações a serem usadas no ensaio defini-
tivo de toxicidade crônica.
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ao fi nal da quarta semana, não é possível diferenciar com precisão os adultos 
parentais dos seus descendentes. Ressalta-se, ainda, que em temperaturas mais 
altas, condizentes com o clima subtropical e tropical (> 20 °C), o ciclo de 
vida dos enquitreídeos será provavelmente mais rápido e, portanto, o número 
de juvenis produzidos durante o período do ensaio de 28 dias será maior, o 
que poderá tornar o processo de contagem muito mais laborioso. A redução 
da duração do ensaio de reprodução em temperaturas mais altas pode ajudar 
desde que os critérios de validade do teste (ver seção 12.3.8) sejam atendidos. 
Castro-Ferreira et al. (2012) demonstraram que o tempo de exposição pode 
ser reduzido para 21 dias para E. crypticus, devido ao curto ciclo de vida da 
espécie, e Oliveira-Filho et al. (2018) constataram a viabilidade de se utilizar 
apenas 21 dias para esta espécie com SAT. Ensaios de reprodução com outra 
espécie de Enchytraeus coletada no Paraná também foram realizados com três 
semanas, alcançando os critérios de validação recomendados (Assis, 2015; 
Oliveira-Filho et al., 2017).

12.3.5 Método de fixação, coloração e contagem de 
Enchytraeus sp.

Os enquitreídeos juvenis são muito pequenos e não tem pigmentação conspícua, 
sendo difíceis de serem visualizados mesmo quando fi xados. Porém, métodos 
de coloração facilitam bastante a sua visualização. Os juvenis são fi xados adi-
cionando-se etanol ao recipiente teste até cobrir o substrato e algumas gotas 
do corante vermelho (ou rosa) de Bengala (solução 1% em etanol) ou eosina 
(2%), o sufi ciente para que o etanol fi que rosado. Após 12 horas, os enqui-
treídeos estarão coloridos e poderão ser facilmente visualizados. Para con-
tagem, espalha-se o conteúdo do recipiente-teste sobre uma bandeja ou placa 
de Petri, remove-se o excesso de etanol e contam-se os enquitreídeos sob um 
microscópio estereoscópio (Figura 12.2). Os recipientes com solo e etanol, 
devidamente tampados, podem ser preservados em geladeira ou local fresco 
por várias semanas até que se faça a contagem. Esses e outros métodos para 
contagem de juvenis estão descritos na norma NBR ISO 16387 (ABNT, 2012). 
Após a contagem, o descarte de material deve ser feito conforme o capítulo 16.

Figura 12.2. Enquitreídeos juvenis e adul-
tos fi xados em etanol e corados com Rosa de 
Bengala. 

Foto: Cintia Carla NivaFoto: Cintia Carla Niva

12.3.6 Substância de referência

Assim como visto para as minhocas, para verifi car se a resposta do organismo 
teste tem se mantido ao longo do tempo e se as condições do laboratório estão 
adequadas, a norma NBR ISO 16387 (ABNT, 2012) recomenda que a CENO 
e/ou CEx de uma substância referência seja determinada periodicamente (duas 
vezes ao ano) ou em paralelo com a avaliação de toxicidade de outra substância. 
Neste caso, o fungicida carbendazim costumava ser utilizado como substância 
de referência (controle positivo), pois afeta a reprodução dos enquitreídeos. A 
CE50 (reprodução-42 dias) de E. albidus é de 1,2 ± 0,8 mg carbendazim kg-1 
de peso de solo OCDE seco, em teste com temperatura de 20 °C (Römbke; 
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12.3.7 Resumo dos requisitos e cronograma do ensaio 
de reprodução de Enchytraeus sp.

Os requisitos e condições recomendados para a condução do ensaio de repro-
dução estão descritos na Tabela 12.3. O resumo do cronograma para condução 
do ensaio de reprodução está descrito na Tabela 12.4 para E. crypticus e E. 
albidus, que são as espécies mais utilizadas, mas pode ser utilizado para qual-
quer outra espécie de enquitreídeo que apresente ciclo de vida semelhante.

Moser, 1999), enquanto a de E. crypticus, nessas mesmas condições, é de 44 
± 5 mg kg-1 (Kuperman et al., 2006). O teste deve ser conduzido com duas 
ou três concentrações próximas a CE50, com oito repetições cada, bem como 
o mesmo número para o controle (sem a substância). O número esperado de 
juvenis nessas concentrações deve ser de aproximadamente 50% ± 20%. 

Na versão atualizada da norma ISO 16387 de 2014 (ISO, 2014), o ácido bórico 
passou a ser a substância referência recomendada, devido à proibição do uso 
do carbendazim. De acordo com essa nova recomendação, o efeito do ácido 
bórico a concentrações entre 400 mg e 600 mg por quilograma da massa de 
matéria seca do substrato sobre a reprodução poderá ser testado para com-
provar a sensibilidade (α = 0.05). Um trabalho mais recente apresentou CE50 
para E. crypticus de 165 mg kg-1 de ácido bórico em SAT com 5% de matéria 
orgânica, para o efeito sobre a reprodução por 28 dias (Niemeyer et al., 2018). 
Em outro trabalho, E. crypticus e uma espécie coletada no estado do Paraná 
e criada em laboratório, Enchytraeus sp. (Schmelz & Niva, espécie nova não 
publicada) apresentaram CE50 de 67 mg kg-1 e CE50 de 57 mg kg-1 de ácido 
bórico em SAT com 5% de matéria orgânica, respectivamente, em ensaio de 
reprodução realizado por 21 dias (Assis, 2015; Morais et al., 2016). Esses tra-
balhos com SAT demonstram valores bem menores do que com o solo artificial 
OCDE com 10% de matéria orgânica para o efeito sobre a reprodução. Mais 
estudos são necessários para o estabelecimento da faixa de sensibilidade dos 
enquitreídeos ao ácido bórico, porém deve-se atentar a uma possível maior 
sensibilidade, quando em SAT.
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Tabela 12.3. Resumo dos requisitos para o ensaio de toxicidade crônica com enquitreídeos.

Requisitos Condição
Tipo de ensaio Ecotoxicidade crônica; reprodução.
Referências NBR/ ISO 16387 (ABNT, 2012); OECD 220 (OECD, 2004b); ISO 16387 (ISO, 2014).
Duração 42 dias (há casos de 21 dias para espécies de ciclo curto).
Organismo-teste Enquitreídeos adultos com clitelo (espécies do gênero Enchytraeus).
Alimentação Aveia em flocos moída autoclavada (50 mg ou menos, dependendo da espécie) (ver seção 

11.3.3).
Substrato Solo artificial/ natural ou de áreas contaminadas
Quantidade de solo por recipiente 20 g (material seco) desde que preencha 2 cm de profundidade.
Ambiente de ensaio Câmara ou sala climatizada, com temperatura e fotoperíodo controlados (ver capítulo 9).
Número recomendado de concentrações 5 e um controle, para enfoque na CENO, ou 12 e um controle, para enfoque na CE (ver 

capítulo 10).
Número mínimo de repetições/tratamento 4
Número inicial de organismos por repetição 10
Temperatura 18 °C a 22 °C.

Obs.: Outras temperaturas têm sido sugeridas para condições tropicais (ver capítulo 9).
Fotoperíodo 16 horas luz: 8 horas escuro (ABNT, 2012)
Intensidade de luz 400 a 800 lux.
Efeito observado Alteração no número de juvenis em relação ao controle
Expressão dos resultados CE50 em 42 dias para E. albidus; 28 dias para espécies de Enchytraeus de ciclo de vida 

mais curto (21 dias em alguns casos; ver seção 12.3.4).
Além de: tóxico ou não tóxico.

Critérios de validade Coeficiente de variação < 50%.
Substância de referência Ácido bórico: 400 a 600 H3BO3 kg-1 de solo artificial OCDE (massa seca); valores para SAT 

discutidos na seção 12.3.6.
Carbendazim: em desuso.



Ecotoxicologia terrestre: Métodos e aplicações dos ensaios com oligoquetas▪ 194 ▪

Tabela 12.3. Resumo do cronograma de execução do ensaio de reprodução com E. crypticus e E. albidus.

Etapas Período Enchytraeus crypticus Enchytraeus albidus

Preparo do material

Dia 1 - Preparação do substrato (ver capítulo 7 e seção 
11.3.3).

- Preparação do substrato (ver capítulo 7 e seção 
11.3.3).

Dia 3 - Determinação do pH do substrato (ver seção 7.5).
- Determinação da CRA (ver seção 7.4).

- Determinação do pH do substrato (ver seção 7.5).
- Determinação da CRA (ver seção 7.4).

Dia 4-6 - Seleção de organismos para aclimatação (ver 
seção 11.3.1).

- Seleção de organismos para aclimatação (ver 
seção 11.3.1).

Dia 7 - Pré-umedecimento do substrato e separação em 
lotes (ver seção 11.3.3).

- Pré-umedecimento do substrato e separação em 
lotes (ver seção 11.3.3).

Montagem do ensaio Dia 8

- Preparação da solução estoque.
- Aplicação da substância-teste (ver captíulo 8 e 

seção 11.3.4).
- Pesagem do substrato-teste nos recipientes-teste.
- Adição de alimento no substrato-teste.
- Introdução dos organismos (ver seções 11.3.1 e 

11.3.3).
- Determinação do pH (ver seção 7.5) e pesagem.

- Preparação da solução estoque.
- Aplicação da substância-teste (ver captíulo 8 e 

seção 11.3.4).
- Pesagem do substrato-teste nos recipientes-teste.
- Adição de alimento no substrato-teste.
- Introdução dos organismos (ver seções 11.3.1 e 

11.3.3).
- Determinação do pH (ver seção 7.5) e pesagem.

Ensaios preliminar 
e definitivo - 
Monitoramento e 
avaliações

Dia 15 - Verificação da umidade e alimento. - Verificação da umidade e alimento.

Dia 22

- Determinação da mortalidade, remoção dos 
adultos e observação do comportamento (etapa 
facultativa do ensaio definitivo).

- Verificação de umidade e alimento.
- Ensaio preliminar se encerra aqui com:
 Estimativa do número de juvenis.
 Fixação e coloração dos juvenis (ver seção 

12.3.5).
 Determinação do pH (ver seção 7.5) e umidade.

- Verificação da umidade e alimento.
- Ensaio preliminar se encerra aqui com:
 Estimativa do número de juvenis.
 Fixação e coloração dos juvenis (ver seção 

12.3.5).
 Determinação do pH (ver seção 7.5) e umidade.

Dia 29
- Verificação de umidade e alimento. - Determinação da mortalidade, remoção dos 

adultos e observação do comportamento.
- Verificar umidade e alimento.

Dia 36
- Fixação e coloração dos juvenis (ver seção 

12.3.5).
- Determinação do pH (ver seção 7.5) e umidade.

- Verificação da umidade.

Dia 43 - Verificação da umidade e alimento.

Dia 44
- Fixação e coloração dos juvenis (ver seção 

12.3.5).
- Determinação do pH (ver seção 7.5) e umidade.

12.3.8 Validação do ensaio de reprodução  
Enchytraeus sp.

Para que o ensaio de reprodução com enquitreídeos seja considerado válido, 
as normas NBR ISO 16387 (ABNT, 2012) e OECD 220 (OECD, 2004b) reco-
mendam que três critérios sejam preenchidos. Esses critérios se aplicam aos 
dados de sobrevivência e reprodução nos controles:

1. A mortalidade dos adultos parentais (dez em cada recipiente-teste) não deve 
exceder 20% em média ao final do teste definitivo.

2. O número de juvenis ao final do teste definitivo em cada recipiente-controle 
deve ser maior que 25 (E. albidus – 42 dias) ou 50 (E. crypticus e outros 
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Enchytraeus de tamanho menor - 28 dias); o número mínimo poderia ser 
modificado para ≥ 100, conforme dados mais recentes discutidos a seguir.

3. O coeficiente de variação calculado para os dados de reprodução (número 
de juvenis) ao final do teste deve ser menor que 50% no ensaio definitivo.

O critério para o número de juvenis recomendados pelas normas NBR ISO 
16387 (ABNT, 2012) e OECD 220 (OECD, 2004b) é bastante baixo em relação 
à quantidade de juvenis produzidos em determinadas condições. Achazi (1997) 
relata o número de 104 juvenis produzidos por adulto em 28 dias em solo 
natural padrão LUFA 2.2 a 20 °C, enquanto Kuperman et al. (2006), relataram 
480 juvenis por 10 adultos em solo artificial OECD. Kuperman et al. (2006), 
após compararem o efeito de vários tipos de solos americanos sobre a repro-
dução de E. crypticus, propõem que, para essa espécie, o critério de mortali-
dade aceitável seja mantido em 20%, mas que o número mínimo de juvenis 
por recipiente-controle seja modificado para 100 em 28 dias e o coeficiente 
de variação seja de no máximo 30%. Chelinho et al. (2011) também verifi-
caram taxas reprodutivas bastante altas para E. crypticus em vários tipos de 
solo mediterrâneos (382-1.200 juvenis por recipiente a 20 °C em 28 dias) que 
também justificam um valor maior para o critério de número de juvenis para 
essa espécie. Castro- Ferreira et al. (2012) relataram mais de 700 juvenis após 
21 dias em solo natural LUFA. A experiência dos autores desse capítulo mos-
trou que E. crypticus em SAT a 22 °C ou 25 °C apresenta taxa reprodutiva de 
mais de 1.000 juvenis por recipiente após 28 dias de incubação (Comunicação 
fornecida por Cintia Niva e Júlia Niemeyer em julho de 2013) e 400-700 
juvenis após 21 dias a 22 °C ou 25 °C com E. crypticus ou outra espécie de 
Enchytraeus em SAT (Assis, 2015; de Menezes Oliveira et al., 2018; Oliveira-
Filho et al., 2018; Niemeyer et al., 2018). 

12.4 Cálculo e expressão dos resultados do ensaio 
de reprodução

Nos ensaios de reprodução com minhocas e enquitreídeos, a percentagem de 
mortalidade, redução/aumento de biomassa corporal (apenas para minhocas) e 
o número de juvenis produzidos no ensaio definitivo devem ser calculados e 
comparados por métodos estatísticos adequados (ver capítulos 10 e 14). 

A maior concentração da substância testada que não causou alterações signifi-
cativas na biomassa e na reprodução (CENO) e a menor que causou alterações 
(CEO) devem ser expressas em miligramas da substância por quilograma de 
solo seco (mg kg-1). A CENO e CEO são identificadas por análises de variância 
(ANOVA) e testes de comparações múltiplas (ver capítulo 14).

O valor de CEx do ensaio de reprodução, onde x pode ser a percentagem de 
10, 20 ou 50, é a concentração estimada que causa efeito no número de juvenis 
produzidos em relação ao controle. Por exemplo, CE50 é a concentração que 
causa 50% de redução no número de juvenis produzidos em relação ao con-
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O conteúdo descrito a seguir foi baseado na Norma NBR ISO 17512-1 (ABNT, 
2011) - Qualidade do Solo - Ensaio de fuga para avaliar a qualidade de solos 
e efeitos de substâncias químicas no comportamento. Parte 1: Ensaio com 
minhocas (Eisenia fetida e E. andrei), cuja utilização não deve ser dispensada 
para realização de um ensaio de fuga com minhocas, seja para avaliar o efeito 
de uma substância adicionada ao solo artificial ou solo natural, seja para a ava-
liação de solo já contaminado. A metodologia abaixo foi acrescida de detalhes 
seguindo a literatura mais atualizada e a experiência dos próprios autores na 
adaptação da mesma para as condições brasileiras. Além disso, incluíram-se 
dados referentes ao uso de outras espécies de minhocas, além das Eisenia spp. 

13

13.1 Princípio do ensaio de fuga

Os ensaios de fuga visam avaliar se um solo contaminado ou se um contami-
nante adicionado ao solo pode causar um comportamento de fuga/rejeição dos 
organismos. Considera-se como comportamento de fuga o ato de um orga-
nismo evitar o solo-teste, com preferência pelo solo controle.

Esta mudança no comportamento dos organismos pode ser utilizada para quan-
tificar os efeitos do estresse sobre os indivíduos e as populações. Considerando 
o fato de que a resposta de evasão de invertebrados do solo varia entre as 
espécies, devido à sua sensibilidade distinta para os contaminantes e os modos 
de exposição, o uso dos oligoquetas se baseia no fato de que esses organismos 
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possuem quimiorreceptores sensíveis a uma ampla gama de produtos químicos 
(Edwards; Bohlen, 1996).

Os ensaios de fuga com oligoquetas são de grande relevância ecológica 
(Yeardley et al., 1996). Se as minhocas evitam um local contaminado, temos 
a redução da população e, conseqüentemente, a perda da função por ela exer-
cida naquele local. Portanto, o objetivo não é utilizar o ensaio de fuga em 
substituição ao ensaio de letalidade ISO 11268-1 (ISO, 1993) e ao ensaio de 
reprodução de oligoquetas ISO 11268-2 (ISO, 1998), mas sim avaliar outro 
parâmetro subletal. Enquanto a principal aplicação dos ensaios de fuga é ava-
liar solos potencialmente contaminados, também é possível o uso deste ensaio 
para a avaliação dos efeitos das substâncias químicas isoladamente, depois 
de serem adicionadas ao solo. Porém, os contaminantes envolvidos na situ-
ação em investigação devem ser detectáveis pelas minhocas, porque algumas 
substâncias não são percebidas e, consequentemente, não são evitadas pelos 
organismos (Greenslade; Vaughan, 2003). Como exemplo disto, pode-se 
observar substâncias orgânicas inibidoras da atividade da acetilcolinesterase 
que, quando testadas em altas concentrações nos testes de fuga, podem gerar 
um resultado confuso. Estas substâncias perturbam o mecanismo de resposta 
das minhocas que, ao entrarem em contato com o solo contaminado, não con-
seguem escapar do mesmo.

Os ensaios de fuga podem ser usados como uma ferramenta rápida, de baixo 
custo e ecologicamente relevante para avaliar a função de habitat dos solos 
(Hund-Rinke et al., 2003), sendo úteis na avaliação de áreas contaminadas 
ou áreas suspeitas de contaminação (Stephenson et al., 1998; Niemeyer et al., 
2010) ou na avaliação de solos remediados (Shugart, 2009). Para maiores deta-
lhes sobre a aplicação dos ensaios de fuga, ver o capítulo 2.

Na avaliação de solos de áreas contaminadas, o solo controle para as compa-
rações deve ter propriedades físicas e químicas semelhantes ao solo contami-
nado, com exceção da contaminação, já que as propriedades do solo (como 
conteúdo de matéria orgânica e textura) têm uma grande influência sobre o 
comportamento das minhocas (Natal-da-Luz et al., 2008). 

13.2 Organismos-teste

13.2.1 Eisenia fetida ou E. andrei

O ensaio é realizado com minhocas adultas (espécies E. fetida ou E. andrei) 
com peso individual entre 300 mg e 600 mg. Os cultivos não precisam ser 
sincronizados. A forma de cultivo de minhocas é apresentada na seção 4.1.3. 
As minhocas devem ser aclimatadas no solo controle por no mínimo um dia 
antes do ensaio.
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13.2.2 Outras espécies de minhocas

Até o momento, apenas duas outras espécies foram testadas no Brasil usando 
o ensaio de fuga: Pontoscolex corethrurus (Garcia, 2004; Mestrinho, 2009; 
Buch, 2010; Buch et al., 2017) e Eudrilus eugeniae (Sautter et al., dados não 
publicados). No exterior, já foi testada a espécie P. excavatus (Silva; Van 
Gestel, 2009). Testes prévios de aceitação do substrato-teste devem ser reali-
zados seguindo as instruções detalhadas na seção 4.3 pois espécies endogeicas 
da família Megascolecidae, como Amynthas gracilis e Metaphire californica, 
podem (Mostert et al., 2002) ou não (Cantelli, 2011), se adaptar ao solo arti-
ficial, mas geralmente se adaptam bem e podem ser testadas em solo natural. 
O ensaio é realizado com minhocas adultas de espécies geófagas (por ex.: P. 
corethrurus, A. gracilis) coletadas no campo ou criadas em laboratório, ou 
espécies epigeicas (por ex.: P. excavatus, E. eugeniae), criadas em laboratório 
ou adquiridas comercialmente. Caso sejam coletadas no campo, devem ser 
seguidas as instruções detalhadas no capítulo 5. Os adultos de A. gracilis e 
E. eugeniae devem pesar no mínimo 1 g e as adultas de P. corethrurus no 
mínimo 700 mg. O peso de P. excavatus deve estar entre 200 mg e 400 mg. 
As minhocas a serem usadas devem ter tamanho, peso e idades (caso venham 
de cultivos em laboratório) semelhantes, e devem ser aclimatadas no solo con-
trole por no mínimo um dia antes do ensaio.

13.3 Recipientes-teste e equipamentos

Para a realização dos testes de fuga são necessários alguns equipamentos 
básicos de laboratório como recipientes-teste, balança para pesagem do solo, 
e os equipamentos necessários para a determinação de pH e umidade, como 
placa agitadora e estufa (ver capítulo 7).

Para E. andrei e E. fetida, são comumente utilizados recipientes-teste de plás-
tico, vidro ou aço inoxidável, com capacidade para 1 L a 2 L, com área de 
cerca de 200 cm2 e que possibilitem adicionar cerca de 5 cm a 6 cm de solo. 
Devem possuir tampas transparentes com furos para permitir trocas gasosas, e 
o acesso à luz. Recomenda-se recipientes em aço inox para testar solo conta-
minado com compostos orgânicos, e recipientes em plástico de alta densidade 
para testar solo contaminado com metais ou compostos metalóides. Materiais 
inertes como o vidro são preferíveis mas, devido ao curto período do teste e 
ao grande volume proporcional de solo no recipiente-teste, pode-se considerar 
desprezível a redução da concentração química no solo resultante da adsorção 
às paredes do recipiente-teste. 

Para as espécies maiores como A. gracilis e E. eugeniae, devem ser usadas 
caixas de plástico maiores com volume de aproximadamente 3 L (preferivel-
mente dimensões 10-12 cm altura, 15 cm largura e 20-22 cm comprimento), 
que possam comportar maior quantidade de solo. Para as espécies menores 
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como P. corethrurus e P. excavatus, pode-se usar os mesmos recipientes usados 
para as espécies padrão. 

Dois diferentes desenhos de recipientes-testes foram desenvolvidos e têm sido 
aplicados com sucesso: a câmara com duas seções e a câmara com seis seções. 
Ambos os desenhos são tanto aplicáveis para uma concentração única (ex: para 
determinar a qualidade do solo de uma área) quanto para multi-concentrações 
(ex: para determinar a ecotoxicidade de substâncias químicas adicionadas ao 
solo). Ambos os casos permitem que as minhocas façam a escolha inicial entre 
os compartimentos (solo controle versus solo contaminado).

Os recipientes-teste mais utilizados são os de duas seções (Figura 13.1), divi-
didas com o auxílio de uma divisória móvel durante a pesagem das porções de 
solo e no momento da leitura do teste.

O recipiente-teste com seis seções foi proposto por Stephenson et al. (1998) 
(Figura 13.2) e desenvolvido em plexiglas (um tipo de acrílico), mas não está 
disponível comercialmente. O recipiente-teste é circular, podendo ser feito 
também de aço inox, onde as seções são interconectadas por buracos que pos-
sibilitam a movimentação das minhocas entre os compartimentos de solo.

Divisórias de plástico, vidro ou metal são utilizadas para separar as seções 
do recipiente-teste durante a montagem do ensaio e no momento da leitura, 
quando as seções são novamente separadas, o número de minhocas em cada 
seção é determinado.

Figura 13.1. Exemplo de recipiente-teste em plástico, câmara com duas seções. A divisória 
está inserida durante a pesagem de cada uma das porções de solo. Após a pesagem, a divisória é 
retirada e as minhocas são adicionadas ao centro da caixa. 

Figura 13.2. Exemplo de um recipiente-teste 
com seis seções. 

Foto: Julia Carina Niemeyer

Foto: Paulo Roger Lopes Alves
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13.4 Montagem do ensaio de fuga

Câmara de duas seções

Os recipientes são divididos em duas seções iguais através de uma divisória 
introduzida verticalmente (Figura 13.1). Uma das seções do recipiente-teste é 
preenchida com o solo controle (sem contaminação) e a outra seção é preen-
chida com o solo-teste, ambas contendo o mesmo peso de solo. Em seguida, a 
divisória é removida, sem que as duas partes percam o contato, e são adicio-
nadas as 10 minhocas, simultaneamente, no centro da caixa, na linha de sepa-
ração entre as duas seções. Assim, as minhocas terão a possibilidade de mover-
-se entre as duas seções. Quando as minhocas entrarem no solo, os recipientes 
são tampados e levados à câmara ou ambiente para o teste. O teste é realizado 
em cinco repetições por tratamento. As minhocas não são alimentadas durante 
o teste.

Ao final do período de exposição de 48 horas, as duas seções dos recipientes são 
separadas novamente pela inserção das divisórias, antes mesmo de removê-las 
do ambiente do ensaio, evitando que as minhocas se movam devido à mani-
pulação dos recipientes. Em seguida, realiza-se a contagem das minhocas em 
cada seção, ou seja, no solo controle e no solo-teste em cada uma das réplicas. 
Quando algum organismo é dividido pela inserção da divisória, conta-se 
meia (0,5) para cada lado da caixa-teste, independentemente do comprimento 
do corpo, ou da direção para a qual a minhoca estava se locomovendo. As 
minhocas não encontradas (devido ao escape do recipiente-teste ou à mortali-
dade) são registradas como mortas.

Para as duas espécies de Eisenia e P. corethrurus, os recipientes devem com-
portar cerca de 500 g de solo de cada lado, e para A. gracilis são necessá-
rios recipientes que comportem 1.000 g de solo de cada lado, devido ao seu 
tamanho corporal maior. 

Câmara de seis seções

O solo-teste e o solo-controle são preparados e colocados nos recipientes-testes 
com 5-6 cm de profundidade (350 mL de solo), em cada um dos três compar-
timentos de forma aleatória (por exemplo, compartimentos 1, 3 e 5 contendo 
solo-teste e 2, 4 e 6 contendo solo-controle) (Figura 13.2). Não adicionar solo 
na câmara central. Dez minhocas são adicionadas à câmara central, uma de 
cada vez, e o compartimento onde cada minhoca entrou é registrado. Os reci-
pientes são cobertos e colocados na câmara de incubação.

O ensaio é realizado com cinco replicatas para ensaios com uma única concen-
tração, e pelo menos em duplicatas para um ensaio com multiconcentrações. 
Para ensaios de multiconcentrações, o solo da área é diluído com o solo-con-
trole apropriado.

No fim do período do ensaio (48 horas), os divisores são posicionados para 
impedir a movimentação de minhocas entre os compartimentos. Os divisores 
devem ser inseridos antes dos recipientes-testes serem removidos da câmara 
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13.5 Ensaio preliminar do ensaio de fuga de 
minhocas

O ensaio de fuga é planejado para detectar efeitos subletais sendo invalidado 
se mais de uma minhoca por recipientes-teste (ou seja, 10%) estiver morta ou 
perdida ao final do ensaio. Portanto, recomenda-se a realização de um ensaio 
preliminar na busca por concentrações subletais como descrito na seção 11.2.5.

13.6 Ensaio definitivo do ensaio de fuga de 
minhocas

Tanto os ensaios preliminares, usando quatro concentrações (por exemplo, 
1 mg kg-1, 10 mg kg-1, 100 mg kg-1 e 1.000 mg kg-1) quanto os ensaios defini-
tivos devem seguir as recomendações de contaminação do solo e design (para 
determinar valores de CEx) descritos para os demais ensaios com minhocas 
(ver capítulos 10 e 14).

13.7 Substância de referência

O ácido bórico (H2BO3) é recomendado como substância de referência tóxica. 
Um comportamento de fuga deve ser obtido numa concentração de 750 mg 
H2BO3 por kg de solo (peso seco), em solo artificial ou solo natural.

Quando utilizado solo natural como substrato-teste, as propriedades principais 
do solo devem ser expressas no relatório do ensaio, tais como textura, pH e 
conteúdo de matéria orgânica (ver capítulo 7).

13.8 Resumo dos requisitos e cronograma do 
ensaio de fuga de minhocas

Os requisitos e especificações recomendadas para a condução do ensaio de 
fuga com minhocas estão descritos na Tabela 13.1 e o resumo do cronograma 
para condução do ensaio de fuga está descrito na Tabela 13.2.

de incubação. O número de minhocas em cada compartimento é registrado e 
o número total em cada tratamento dentro de uma unidade de ensaio deter-
minada. As minhocas seccionadas devido à inserção do divisor são contadas 
como 0,5, independentemente do comprimento do restante do corpo. Tanto as 
minhocas que escaparam do recipiente-teste, bem como as que morreram e se 
desintegraram durante o ensaio são consideradas perdidas.
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Tabela 13.1. Resumo dos requisitos para o ensaio de fuga com minhocas.

Requisitos Especificação
Tipo de ensaio Comportamental
Referências NBR/ISO 17512-1 (ABNT, 2011)
Duração total 48 h
Organismo-teste Minhocas E. fetida ou E. andrei (adultos, com peso individual entre 300 mg e 600 mg). A. 

gracilis e E. eugeniae adultas com peso individual >1 g. P. corethrurus adultas com peso 
individual >700 mg. P. excavatus adultas com peso individual entre 200 e 400 mg.

Alimentação Sem alimentação durante o ensaio
Substrato Solo artificial/natural ou de áreas contaminadas.
Quantidade de solo por recipiente Preencher cada lado da caixa (1 L a 3 L de capacidade, dependendo do organismo teste) com 

solo até a altura de 5 cm a 6 cm
Ambiente de ensaio Câmara ou sala climatizada, temperatura 20 ± 2 °C, luminosidade entre 400 e 800 lx, 

fotoperíodo controlado em ciclos de claro/escuro entre 12 h/12 h e 16 h/8 h (ABNT, 2011).
Número recomendado de concentrações 5 e um controle
Número minímo de repetições/tratamento 5
Número de organismos por repetição 10
Efeito observado Comportamento de fuga (% de fuga)
Expressão dos resultados CENO, CEO, CE50/CE20 em 48 horas. Além de: tóxico ou não tóxico
Critérios de validade Ensaio controle com uma proporção média de 40% a 60% das minhocas em cada 

compartimento; mortalidade < 10%
Substância de referência Ácido bórico, resposta de fuga para 750 mg H3BO3 kg-1 solo (massa seca)

Tabela 13.2. Cronograma de execução do ensaio de fuga com minhocas.

Etapas Período Tarefas

Preparo do material

Dia 1-2 - Preparação do substrato (ver capítulo 7 e seção 11.2.4).

Dia 3 - Determinação do pH do substrato (ver seção 7.5).
- Determinação da CRA (ser seção 7.4).

Dia 4-6 - Seleção de organismos para aclimatação (ver seções 11.2.1 e 11.2.2).
- Separação do substrato em lotes.

Montagem do ensaio Dia 7

- Preparação da solução estoque.
- Aplicação da substância-teste.
- Pesagem do substrato-teste nos recipientes-teste.
- Introdução dos organismos.
- Determinação do pH (ver seção 7.5) e umidade iniciais do ensaio.

Finalização do ensaio Dia 9 - Reinserção da divisória e contagem dos organismos-teste em cada lado das caixas (ver seção 13.4).
- Determinação do pH (ver seção 7.5) e umidade finais do ensaio.
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13.10 Cálculo e expressão dos resultados do 
ensaio de fuga

Ao final do ensaio, determina-se a média e o desvio padrão do número de 
indivíduos no solo-teste. Quando se testa apenas uma concentração, como o 
solo de um local contaminado, compara-se a média de indivíduos no solo-teste 
com a média de indivíduos no solo controle através do teste exato de Fisher 
ou outro teste estatístico para comparações de amostras pareadas (Zar, 1999). 
Quando há um número médio significativamente baixo de minhocas no solo-
-teste em relação ao solo controle, indica uma resposta de fuga do solo-teste. 
Isto sugere que a função de habitat do solo-teste é limitada.

O cálculo do percentual de fuga do solo-teste (ou de uma concentração de 
uma substância) é realizado de acordo com a equação (1). Respostas negativas 
(quando as minhocas preferem o solo-teste) são consideradas com 0% de fuga.

Onde:

x = fuga, expressa em porcentagem.

nc = número de minhocas no solo controle (por recipiente-teste ou no solo con-
trole de todas as replicatas).

nt = número de minhocas no solo-teste (por  recipiente-teste ou no solo-teste 
de todas as replicatas).

N = número total de minhocas (geralmente 10 por recipiente-teste ou no solo 
controle de todas as replicatas).

Usando estes dados, qualquer concentração mediana efetiva, CEx, para um 
efeito percentual específico (CE50 ou CE20) e seus limites de confiança asso-

nc - nt

Nx = ( ) x 100 (1)

13.9 Validação do ensaio de fuga de minhocas

Como o objetivo do teste de fuga é detectar efeitos subletais, não deve haver 
mortalidade neste ensaio. Portanto, o teste é invalidado se o número de 
minhocas mortas ou perdidas for > 10% por tratamento ou por réplica.

Para validar o ensaio, também é preciso conferir a homogeneidade da distri-
buição das minhocas no recipiente-teste. Para tanto, realiza-se um teste em 
paralelo com os tratamentos onde o recipiente-teste recebe o mesmo solo nas 
duas seções. A orientação dos recipientes-testes deve ser a mesma na sala de 
incubação. Ao final do ensaio, a proporção de minhocas deve ser entre 40-60% 
para cada lado, mostrando que a distribuição é homogênea.
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ciados podem ser calculados. Para análises estatísticas de dados de ecotoxici-
dade ver Zar (1999).

Os cálculos estatísticos apresentados aqui não são apropriados para o caso em 
que o solo controle e o solo-teste diferem em outras propriedades principais 
além dos contaminantes. Neste caso, recomenda-se a aplicação de um valor 
limiar fixo ao invés de uma diferença estatística significativa entre o número 
de minhocas no controle e o solo-teste. Quando o número total de minhocas no 
solo-teste for < 20%, o solo-teste é classificado como tendo função de habitat 
limitada.

Se for observada a atração de > 80% das minhocas pelo solo-teste, não sig-
nifica que possamos excluir a presença de substâncias químicas. Inclusive, o 
resultado deve também ser avaliado como um efeito.
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Análise estatística dos resultados de 
ensaios de ecotoxicidade

José Paulo Sousa
Dilmar Baretta

A análise de dados derivados de ensaios ecotoxicológicos passa essencial-
mente pela avaliação da existência de efeitos significativos em relação ao con-
trole no(s) parâmetro(s) medido(s) (a identificação do CEO e CENO) e/ou pela 
interpolação da concentração da substância teste que origina uma determinada 
percentagem de efeito em relação ao controle (estimativa do CEx ou CLx) (ver 
capítulo 10).

Já numa análise de risco retrospectiva, especialmente quando os ensaios são 
realizados em solos naturais contaminados, a avaliação foca essencialmente 
nas diferenças entre os solos teste e as respectivas referências. A determinação 
do CENO, CEO, CEx, CLx pode ser efetuada caso haja uma diluição do(s) 
solo(s) contaminado(s) com a(s) respectiva(s) referência(s), criando um gra-
diente em laboratório. No entanto, neste caso, tal como referido nos diferentes 
capítulos anteriores, é fundamental trabalhar com um (ou mais) solo(s) de 
referência cujas propriedades pedológicas sejam semelhantes às do(s) solo(s) 
teste.

Os métodos estatísticos utilizados para avaliar os parâmetros mencionados são 
a Análise de Variância (Anova) e métodos de regressão linear ou não linear. 
Nestes métodos paramétricos, é fundamental verificar os pressupostos ine-
rentes a estes testes, nomeadamente a normalidade e a homogeneidade de vari-
ância dos resultados obtidos. Caso um destes pressupostos não seja atendido, 
deve proceder com a transformação dos dados e reavaliar os dois pressupostos. 
Entretanto, caso a transformação não tenha efeito, deve-se avançar para a apli-
cação de métodos não paramétricos (apenas para a Anova) (Figura 14.1). 

Antes de se avançar para a realização dos testes estatísticos, mesmo com a 
validação dos respectivos pressupostos, é importante efetuar uma exploração 
dos resultados, ou seja, a verificação da existência de “outliers”, seja via uma 
representação gráfica (fazendo um gráfico tipo “box-plot”) ou efetuando testes 
estatísticos apropriados para o efeito (por exemplo teste de Grubbs/Dixon). 
No entanto, é importante chamar a atenção para o fato que a remoção de um 
“outlier” deverá ser efetuada com base no conhecimento que o pesquisador 
tem dos resultados, assim um valor “outlier” deverá ser retirado apenas quando 
houver uma justificativa plausível para tal (por exemplo, uma alteração de 
algum parâmetro ambiental durante o teste) e não apenas porque a visualização 
gráfica ou os testes indicam a existência desses valores.

14

14.1 Aspectos importantes na análise de dados
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Outro aspecto importante é adequar a análise de dados ao tipo de desenho expe-
rimental que foi utilizado (ver capítulo 10). Em ensaios de laboratório é usual 
utilizarem-se uma das duas estratégias em termos de desenho experimental: a 
estratégia CENO/CEO e a estratégia CEx. Na primeira o objetivo é determinar 
os respectivos parâmetros e o importante é ter diversas repetições em cada 
concentração/dose testada, já que o teste utiliza a Anova. Já na segunda, é mais 
relevante possuir um maior número de tratamentos (concentrações/doses) do 
que ter muitas repetições dentro de cada tratamento. Isto porque a derivação do 
CEx é efetuada via métodos de regressão e, nesse caso, é importante ter mais 
tratamentos para poder calcular intervalos de confiança menores dos valores de 
CEx derivados. Vale salientar que neste momento a estratégia CENO/CEO está 
caindo em desuso em quase todos os esquemas de avaliação de risco prospec-
tiva, priveligiando-se a estratégia CEx. Esta alteração ocorre devido ao grau de 
incerteza em estabelecer valores reguladores com base num valor de CENO, 
pois este é completamente dependente das concentrações/doses testadas e da 
variabilidade intra-tratamento. No entanto, estudos efetuados com agrotóxicos 
apontam, no caso da maioria das substâncias testadas, o CENO corresponde 
aproximadamente ao CE10 (concentração/dose que afeta 10% da população).

Figura 14.1. Fluxograma da avaliação estatística de dados para ensaios com desenho experi-
mental para estratégia CENO (modificado de ISO, 2014).
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14.2 Cálculos nos ensaios de letalidade

No caso dos ensaios de letalidade, o principal parâmetro a ser calculado é 
o CL50. Este poderá ser calculado por análise de Probit ou pelo método de 
Trimmed Spearman-Karber. No caso da análise de Probit esta poderá ser esti-
mada com o software PriProbit (Sakuma, 1998) e, que pode ser obtido no 
seguinte website: http://www.ars.usda.gov/Services/docs.htm?docid=11284.

Uma estimativa do CENO e CEO para a alteração de biomassa das minhocas 
durante o período da exposição também pode ser realizada mediante uma 
Análise de Variância.

14.3 Cálculos nos ensaios de reprodução

Nos ensaios de reprodução, os parâmetros estatísticos a serem calculados são 
o CENO e o CEO para o número de juvenis gerados, mortalidade dos adultos 
e, no caso dos ensaios com minhocas, para alterações na biomassa. A estima-
tiva de um CEx (normalmente um CE50) para o número de juvenis é também 
requerida. 

O CENO e o CEO são calculados com base numa Análise de Variância, cujos 
pressupostos de normalidade e homogeneidade de variâncias deverão ser ava-
liados utilizando, por exemplo, os testes de Kolmogorov-Smirnov e Bartlett, 
respectivamente. Todavia, caso haja necessidade de utilizar um teste não-
-paramétrico devido à violação de qualquer um dos dois pressupostos, o teste 
Kruskal-Wallis poderá ser utilizado. 

A rejeição da hipótese nula da ANOVA indica a existência de diferenças signi-
ficativas entre os tratamentos. Neste caso o CENO e o CEO são identificados 
utilizando um teste de comparações múltiplas (cada tratamento vs. o controle), 
como por exemplo o teste de Dunnet ou o teste de Williams. Neste caso, pre-
tende-se comprovar a diminuição do valor médio do parâmetro devido aos 
tratamentos em relação ao controle (Ct). Assim, a hipótese nula destes testes 
de comparações múltiplas terá de ser H0: Ct ≤ TratamentoX. Caso se tenha 
realizado uma ANOVA não paramétrica, os testes de comparações múltiplas 
deverão ser também não paramétricos, por exemplo o Bonferroni-U-test.

Os mesmos procedimentos devem ser aplicados quando se pretende comparar 
os efeitos observados num solo contaminado em relação a um solo de refe-
rência (numa análise de risco retrospectiva).

No cálculo do CEx, modelos de regressão linear ou não linear deverão ser utili-
zados. Diversos modelos são habitualmente utilizados, dependendo do padrão 
de resposta observado: modelo logístico, exponencial, Gompertz e hormético 
(ver Tabela 14.1). Quando se utiliza qualquer um dos modelos é conveniente 
atribuir diferentes “starting values” aos parâmetros a serem modelados, pois 
isso ajuda o processo de iteração e a capacidade do modelo em estimar parâ-
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metros confiáveis. É importante realçar que se deve sempre reportar o inter-
valo de confiança a 95% do valor do CEx determinado. É importante ainda 
salientar que a avaliação dos pressupostos de normalidade e homogeneidade 
de variâncias só poderá ser efetuada “a posteriori” via a análise de resíduos. A 
normalidade poderá ser avaliada via a visualização de um gráfico tipo “Q-Q 
plot” e também via a representação dos resíduos em relação aos valores pre-
vistos. Esta representação gráfica serve também para avaliar a homogeneidade 
de variâncias dos resultados.

Tabela 14.1. Modelos não lineares mais utilizados (adaptado de Canada, 2005).

M
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ic

o Modelo: Y = a/(1+{[p / (1-p)] ∙ [C/ECp]b})
CE50: juvenis=(a/(1+(C/X)^b)) 
CE20: juvenis=(a/(1+[0,25*(C/X)^b])) 
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sp
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ta
 

ho
rm

ét
ic

a Modelo: Y = (t ∙ [1 + hC] /{1 + [(p + h ECp) / (1 – p)] ∙ [C/ECp]b} 
CE50: juvenis=(t*(1+h*C))/(1+((0,5+h*C)/(1-0,5))*(C/X)^b) 
CE20: juvenis=(t*(1+h*C))/(1+((0,2+h*C)/(1-0,2))*(C/X)^b)

M
od

el
o 

ex
po

ne
nc

ia
l

Modelo: Y = a ∙ e(([log(1-p)] / ECp) ∙ C)+b 
CE50: juvenis=a*exp(((log(1-0,5))/X)*C)+b
CE20: juvenis=a*exp(((log(1-0,2))/X)*C)+b

M
od

el
o 

de
 

G
om

pe
rtz Modelo: Y = a ∙ e([log(1-p)] ∙ [C/ECp]b) 

EC50: juvenis=a*exp((log(1-0,5))*(C/X)^b)  
EC20: juvenis=a*exp((log(1-0,2))*(C/X)^b) 

Onde:
Y = valor do parâmetro medido (Exemplo: número de juvenis).
a = resposta no controle.
t = resposta no controle no modelo hormético.
e = base do logaritmo natural.
p = % inibição/100 (Exemplo: 0,50 para EC50).
C = concentração do solo teste.
X = CEx a calcular.
ECp =  estimativa da concentração que causa uma determinada percentagem de efeito.
h = parâmetro hormético.
b = parâmetro de escala do modelo.

14.4 Cálculos nos ensaios de fuga

A percentagem de fuga é calculada conforme indicada na seção 13.10. O cál-
culo da concentração que origina uma percentagem de fuga (ACx) pode ser 
determinado pelo método de Probit, utilizando o software mencionado ante-
riormente.
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Já o cálculo do CENO e CEO deverão ser derivados seguindo uma metodologia 
distinta. Neste caso, a existência de uma resposta de fuga significativa num 
determinado tratamento (concentração/dose do contaminante ou matriz con-
taminada), deverá ser avaliada mediante a utilização do teste exato de Fisher. 

Uma resposta de fuga significativa é obtida quando o número de organismos 
no solo teste é significativamente menor que o número encontrado no solo con-
trole. Assim, uma resposta de “não-fuga”, ocorre quando o número de orga-
nismos no solo controle é menor ou igual ao número de indivíduos no solo teste. 

O teste de Fisher baseia-se na comparação da resposta medida vs. resposta 
numa situação de “não-fuga” (resposta esperada). Nesta situação esperada, o 
número de indivíduos que ficam no solo teste corresponde a 50% do número 
total de indivíduos testados, ou seja, nenhum indivíduo evita o solo teste e foge 
para o solo controle. Neste caso, a hipótese nula (uma cauda) é que o número 
de indivíduos observados no solo teste é maior ou igual ao número de indiví-
duos esperados no solo teste, conforme exemplo abaixo na Tabela 14.2.

Tabela 14.2. Exemplo de uma tabela de análise do teste de Fisher para um teste de fuga em um 
determinado solo teste considerando cinco repetições com 10 organismos cada.

Nº indivíduos que  
ficam no solo teste

Nº indivíduos que  
fogem do solo teste

Total

Esperados (resposta de não fuga) 25 0 25
Observados 5 20 25
Total 30 20 50

O tratamento correspondente à dose mais elevada onde esta resposta não foi 
significativa é considerado o CENO; já o CEO corresponde à concentração/
dose mais baixa testada onde a resposta foi significativa.

No caso dos testes de controle duplo (“dual control test” - solo controle nos 
dois compartimentos) o teste de Fisher é utilizado para avaliar a distribuição 
homogênea dos organismos. Neste caso, a hipótese nula (duas caudas) é que 
o número de indivíduos observados no “solo teste” (selecionar um dos com-
partimentos como “solo teste”) é igual ao número de organismos esperados no 
“solo teste” (ver Tabela 14.3). A rejeição desta H0 implica uma distribuição 
não homogênea dos indivíduos.

Tabela 14.3. Exemplo de uma tabela de análise do teste de Fisher para avaliação da homogenei-
dade dos organismos num teste de fuga (dual control tests) considerando cinco repetições com 
10 organismos cada.

Nº indivíduos no  
“solo teste”

Nº indivíduos no  
outro 

compartimento
Total

Esperados (distribuição homogênea) 25 25 50
Observados 23 27 50
Total 38 52 100
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As informações sobre o ensaio de bioacumulação de compostos ou elementos 
em minhocas foram baseadas nas normas E1676 (ASTM, 2004) – Standard 
Guide for Conducting Laboratory Soil Toxicity or Bioaccumulation Tests 
with the Lumbricid Earthworm Eisenia fetida and the enchytraeid potworm 
Enchytraeus albidus e OECD 317 – OECD Guidelines for the testing of 
chemicals: Bioaccumulation in terrestrial oligochaetes (OECD 2010). O livro 
de Cesar et al. (2014) também descreve os conceitos e métodos para estudos de 
bioacumulação com oligoquetas.

15

15.1 Princípio do ensaio de bioacumulação

Agrotóxicos, metais, drogas de uso veterinário, derivados de petróleo e outros 
poluentes decorrentes de atividades antrópicas que atingem ou são descartados 
no solo podem persistir sob a forma de resíduos ou produtos tóxicos da sua 
degradação, afetando os organismos edáficos. Entre os possíveis efeitos eco-
toxicológicos cita-se a bioacumulação dos compostos xenobióticos nos orga-
nismos do solo, que é o acúmulo do poluente nos organismos em relação à 
quantidade presente no solo. Quanto mais baixo for o nível trófico do orga-
nismo contaminado ou bioacumulador e quanto mais ele servir de alimento 
para os níveis superiores da cadeia trófica, maior é sua relevância ecológica, 
porque maior é a probabilidade de contaminação das teias e cadeias alimentares 
de que ele fizer parte (Andréa, 2008, 2010; Kelsey et al., 2011). Os organismos 
que se alimentam de solo ou no solo, como os oligoquetas são, portanto, os que 
ficam mais expostos às substâncias ligadas ao solo.  

O perigo de toxicidade é função da biodisponibilidade das substâncias ou 
elementos químicos para os organismos, mas espécies que se alimentam de 
solo são ainda mais expostas aos perigos da contaminação, não somente por 
resíduos de compostos recém-aplicados ou descartados no solo, mas também 
por resíduos persistentes e aqueles que reagem com partículas minerais ou da 
matéria orgânica e ali se tornam resíduos-ligados (Gevao et al., 2001; OECD, 
2010; Fragoulis et al., 2011). Estes resíduos-ligados não são facilmente biodis-
poníveis porque não estão presentes na solução do solo, mas podem ser inge-
ridos juntamente com as partículas do solo (Andréa; Wiendl, 1995b).



Ecotoxicologia terrestre: Métodos e aplicações dos ensaios com oligoquetas▪ 216 ▪

Além de todas as reconhecidas atividades benéficas dos oligoquetas no ecos-
sistema edáfico, eles também são alimento de outros invertebrados e de ver-
tebrados predadores e, por isso, eles influenciam a biodisponibilidade de 
poluentes para toda a teia alimentar da qual eles fazem parte (OECD, 2010) 
e servem como rota de transferência e biomagnificação dos contaminantes ao 
longo dessas teias alimentares (Andréa, 2010; Bartlett et al., 2010). Como as 
minhocas são de fácil manipulação experimental e, principalmente as das espé-
cies E. fetida e E. andrei são de fácil manutenção, elas se tornaram ferramenta 
padrão em pesquisa ecológica sobre a importância e sobre as ligações entre 
a biota da superfície e a biota subterrânea do solo (Eijsackers, 1998; Andréa, 
2010; Bartlett et al., 2010). 

Estudos com minhocas, entre outros invertebrados de solo, atingem os obje-
tivos da ecotoxicologia terrestre que, de acordo com Van Gestel (2012), tem 
como meta a compreensão dos efeitos em longo prazo de substâncias químicas 
e outros fatores de estresse sobre os ecossistemas edáficos, visando proteger 
seu funcionamento e sua estrutura. São estudos de prognóstico sobre o risco 
de substâncias químicas para o ecossistema, que podem ser avaliados a partir 
de testes de toxicidade a determinadas espécies, como indicadores, expostos 
à(s) substância(s) em testes padrões conduzidos em condições controladas de 
laboratório (Van Gestel, 2012). O prognóstico efetuado a partir de organismos 
bioindicadores é importante porque, como as diferentes espécies se relacionam 
na natureza, esses bioindicadores fornecem informações sobre o risco poten-
cial da contaminação de outras espécies da flora e da fauna, incluindo a popu-
lação humana.

Entretanto, para relacionar mudanças fisiológicas ou de comportamento dos 
organismos com a contaminação do ambiente é necessário se certificar da pre-
sença do poluente. Bioensaios podem ser montados com amostras de locais 
contaminados e o componente biológico deve ser analisado juntamente com 
análises químicas das amostras da área em estudo. Essas análises químicas 
têm que ser feitas por técnicas e métodos precisos e padronizados, sem interfe-
rência no parâmetro estudado (Velki et al., 2012), de tal forma que não restem 
dúvidas sobre as verdadeiras causas das mudanças. Os métodos de extração e 
de análise do contaminante necessitam de mão de obra e equipamentos espe-
cializados e devem ser conduzidos em condições de laboratório bastante espe-
cíficas (Andréa, 2010). 

Diretrizes internacionais sobre bioacumulação de substâncias químicas em oli-
goquetas terrestres foram elaboradas e propostas somente em 2004 (ASTM, 
2004) com atualização em 2010 (OECD, 2010), para possível adoção como 
ensaio ecotoxicológico com vistas ao registro de substâncias para comercia-
lização (OECD, 2010). A norma 317 (OECD, 2010) foi baseada em dados 
de estudos conduzidos predominantemente em clima temperado e ressalta sua 
aplicabilidade somente para compostos orgânicos estáveis, compostos organo-
-metálicos estáveis, metais e outros elementos-traço. 

O ensaio é caracterizado por duas fases: de absorção (exposição das minhocas 
ao composto ou elemento para bioacumulação) e de eliminação (pós-expo-
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sição para depuração), ambos com duração de 14 dias com enquitreídeos e de 
21 a 28 dias com minhocas (ASTM, 2004; OECD, 2010). 

Amostragens periódicas com retirada de organismos, substrato-teste e con-
troles devem ser realizadas de forma a se obter dados suficientes para ela-
boração de uma curva e uma taxa constante de bioacumulação, de tal forma 
que se atinjam condições de equilíbrio no solo que permitam calcular o fator 
da cinética de bioacumulação. Essas condições também devem permitir uma 
análise estatística dos resultados e cálculos dos coeficientes de correlação, coe-
ficientes de determinação, do erro padrão e limite de confiança.

Com minhocas, indica-se de seis a oito amostragens em cada fase: respectiva-
mente após 0, 1, 4, 7, 10, 14, 17 e 21 dias de contato com o(s) solo(s) tratado(s), 
e após 0 (de 4 a 6 h), 1, 4, 7, 10, 14, 17 e 21 dias da transferência para o(s) 
solo(s) não tratado(s). Nos solos controle as amostragens são realizadas no 
início e fim da fase de absorção e início e fim da de eliminação. Cesar et al. 
(2010), avaliando a incorporação de metais por oligoquetas fizeram amostra-
gens na etapa de bioacumulação aos 4, 7, 14, 21, e 28 dias e na de depuração 
aos 7, 14, 21 e 28 dias após a transferência para meio não tratado. Vampré et 
al. (2010) e Sousa (2010) utilizaram menores proporções de quantidade de solo 
por minhoca e menor número de organismos em estudos com 14C-agrotóxicos, 
por causa da grande sensibilidade e do limite de detecção bastante baixo da 
tecnologia radiométrica.

O preparo do solo deve começar seis dias antes do início do ensaio com dife-
rentes substâncias poluentes e três semanas antes do início do ensaio com 
metais, por meio de umedecimento, respectivamente, a 40-60% e 35-45% 
da capacidade máxima de retenção de água (CRMA) (ASTM, 2004; OECD, 
2010) com água deionizada, destilada ou de osmose reversa. O pH dos solos 
naturais não deve ser ajustado (ASTM, 2004) e, no solo artificial deve ser ajus-
tado a 6,0 ± 0,5 (OECD, 2010). 

De acordo com ASTM (2004), o ensaio é conduzido em iluminação constante 
e temperatura controlada (22 ± 2 °C), mas a norma 317 da OECD (2010) indica 
ciclos controlados de 16/8 horas de luz/escuro, sendo preferivelmente de 400 
a 800 lux, temperatura de 20 ± 2 °C. Nesta última norma o tratamento do solo 
com a substância-teste deve ser feito quatro dias (ou três semanas quando se 
estudam metais) antes da colocação dos animais. Essas condições devem ser 
monitoradas constantemente durante o ensaio.  

A substância-teste utilizada nos ensaios tem que ser descrita de modo amplo: 
nome químico (de acordo com o Union of Pure and Applied Chemistry 
(Iupac)); fórmula estrutural, número de registro no Chemical Abstracts Service 
(CAS); grau de pureza; características e requisitos de armazenamento; precau-
ções de segurança; métodos de análise e seus limites de detecção no solo e nos 
organismos. Também devem ser conhecidas algumas de suas propriedades, 
tais como: solubilidade em água; coeficiente de partição octanol-água (Kow); 
coeficiente de partição solo-água (Koc); pressão de vapor; degradabilidade (no 
solo e na água, por exemplo); metabólitos conhecidos. Como se trata de veri-
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ficar a possível bioacumulação de compostos ou elementos em quantidades 
que podem ser muito pequenas, os resíduos recuperados tanto no solo como 
nos organismos devem ser expressos em porcentagem do composto original-
mente aplicado. 

Após pesquisa de diferentes métodos de extração e combustão que têm que 
ser comprovadamente eficientes, o principal pré-requisito é a utilização de 
métodos de análise e de detecção extremamente sensíveis e precisos. A maioria 
dos estudos com agrotóxicos que deram origem a esta diretriz utilizaram molé-
culas radiomarcadas com [14C] e detecção por espectrometria de cintilação em 
líquido (sigla em inglês LSC) ou, de acordo com as características químicas da 
molécula, por cromatografia gasosa (sigla em inglês GC) ou líquida (sigla em 
inglês HPLC), cujos equipamentos podem ser acoplados a detectores de espec-
trometria de massa (sigla em inglês MS), para quantificação e identificação 
dos compostos. Os metais são analisados também após pesquisa de métodos 
específicos de digestão e extração de amostras e detectados por espectrometria 
de emissão atômica (sigla em inglês ICP-AES), absorção atômica com indução 
de plasma acoplado a espectrômetro de massa (sigla em inglês ICP-MS), 
absorção atômica com indução de plasma em espectrômetro de emissão atô-
mica (sigla em inglês ICP-AES), espectrômetro de absorção atômica de chama 
ou de forno de grafite, etc. Quando se utilizam compostos marcados com [14C] 
deve-se levar em conta não somente o treinamento e a licença de manuseio de 
compostos radioativos, mas também se deve assegurar que a radiomarcação da 
molécula garanta que metabólitos tóxicos contenham radiocarbono, para sua 
detecção após degradação do composto originalmente aplicado ao solo.

Verifica-se então que, para uma resposta clara, além da toxicidade da subs-
tância-teste para as espécies usadas no teste, como por exemplo, efeito de uma 
concentração (EC) ou a concentração letal (CL) num determinado tempo ou 
fase de absorção, o ensaio deve ser precedido de descrição completa das carac-
terísticas dos solos e das condições dos organismos; do composto ou elemento 
pesquisado; dos métodos de extração e sua eficiência, assim como dos limites 
de detecção (LD) e de quantificação (LQ) do composto ou dos elementos pelas 
técnicas analíticas utilizadas. A eficiência dos métodos de extração e de aná-
lise, assim como os limites de detecção das técnicas devem ser previamente 
pesquisados, de forma a não deixar dúvida sobre sua boa recuperação e sobre 
a garantia da precisão dos resultados nos diferentes compartimentos (solos e 
organismos). Sempre que possível deve-se estudar e quantificar também os 
metabólitos formados tanto nos solos como nos organismos e aí, tornam-se 
essenciais análises tanto por cintilação líquida, quanto por métodos croma-
tográficos. Verifica-se que a atividade específica (Bq mol-1) do 14C-composto 
deve ser grande o suficiente para garantir a detecção de quantidades pequenas 
de composto e também de metabólitos absorvidos ou formados pelos orga-
nismos e no solo.

Em ensaios com solos naturais, estes devem ser caracterizados e ter, pelo 
menos, os seguintes parâmetros determinados: pH, porcentagem de matéria 
orgânica, capacidade de troca catiônica, nitrogênio total, distribuição do 



▪ 219 ▪Capítulo 15 - Bioacumulação

tamanho de partículas (porcentagem de areia, silte e argila), e porcentagem do 
conteúdo de água (ASTM, 2004; OECD, 2010).

15.2 Organismos-teste

15.2.1 E. andrei ou E. fetida

As espécies são as mesmas descritas para o ensaio de letalidade. A lavagem dos 
organismos deve ser realizada com água deionizada, destilada ou de osmose 
reversa.

15.2.2 Espécies de Enchytraeidae

As espécies propostas são Enchytraeus albidus e E. luxuriosus (OECD, 2010). 
A lavagem dos organismos deve ser realizada com água reconstituída, sugerida 
em ISO 16387 (ISO, 2004). Esta norma indica a formulação da água reconsti-
tuída como a utilizada para cultivo e ensaio com Daphnia magna, encontrada 
no Anexo 3 de OECD 202/04 (OECD, 2004a) (Tabela 15.1).

Tabela 15.1. Composição da Água Reconstituída, conforme Anexo 3 da norma OECD 202/04 (OECD, 2004a), 
recomendada para lavagem de enquitreídeos.

Soluções estoque
Volume para 1 L (mL/L)

Substância Quantidade (g/L)
Cloreto de cálcio dihidratado CaCl2. 2 H2O 11,76 25
Sulfato de magnésio MgSO4. 7 H2O 4,93 25
Bicarbonato de sódio NaHCO3 2,59 25
Cloreto de potássio KCl 0,23 25

Nota: Água utilizada nas soluções de pureza adequada (por exemplo, deionizada, destilada ou de osmose reversa). Parâme-
tros obtidos após mistura das soluções: condutividade < 10 µS/cm; pH = 6-9; dureza = 140-250 mg CaCO3/L e O.D ≥ 3 mg/L.

15.3 Recipientes-teste e equipamentos

Balança analítica com capacidade para faixa de 25 mg a 200 g e precisão de 
pelo menos 1,0 mg; Balanças com capacidade para 2 kg e precisão de pelo 
menos 1,0 g; Estereomicroscópio; Ambiente com temperatura controlável; 
Luxímetro; Deionizador de água, destilador ou osmose reversa; Peagâmetro; 
Recipientes-teste cilíndricos ou retangulares de vidro ou aço inoxidável (para 
agrotóxicos), polipropileno que comportem uma camada de 4 cm a 5 cm 
de solo para minhocas, ou de 2 cm a 3 cm para enquitreídeos; Sacos plás-
ticos, para homogeneização de solo; Termômetro com registro de tempera-
tura e de umidade; Câmaras de temperatura e luminosidade controladas; 
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Agitador mecânico; Extratores Soxhlet; Espectrômetro de cintilação em 
líquido (LSC), ou Cromatógrafo Gás-Líquido (GC) ou Cromatógrafo Líquido 
de Alta Performance (HPLC), acoplados a Espectrômetro de Massa (MS); 
Espectrômetro de Emissão Atômica (ICP-AES); Estufa (mais que 150 °C) 
ou Balança Determinadora de Umidade; Absorção Atômica com Indução de 
Plasma acoplado a Espectrômetro de Massa (ICP-MS), ou Absorção Atômica 
com Indução de Plasma em Espectrômetro de Emissão Atômica (ICP-AES), 
ou Espectrômetro de Absorção Atômica de Chama ou de Forno de Grafite; 
Bandejas; Papel toalha; Parafilm; Peneiras; Placas de Petri; Filme plástico. 

15.4 Preparo do conteúdo dos recipientes-testes

Os solos coletados no campo para serem usados nesses ensaios devem ser 
armazenados no laboratório pelo menor tempo possível, a aproximadamente 
4 °C, e de tal forma que se garanta a troca de gases entre o solo e a atmosfera, 
para manter suas propriedades bioquímicas. O solo deve permitir a sobrevi-
vência dos oligoquetas a serem usados como animais-modelo e também possi-
bilitar sua reprodução durante o período de aclimatação e do ensaio, sem que 
nenhuma anormalidade morfológica ou comportamental seja detectada. Além 
disso, as minhocas devem escavá-lo em poucas horas (normalmente o fazem 
rapidamente), porque anomalias nesse comportamento podem indicar que as 
condições do ensaio não são as ideais ou as minhocas não estão saudáveis, e o 
ensaio deve ser repetido em outras condições.  

Quando se trata de ensaio com solos naturais contaminados, não só a conta-
minação deve ser previamente determinada, como também algumas caracte-
rísticas desses solos naturais, tais como, pH, conteúdo de carbono orgânico, 
granulometria e a capacidade máxima de retenção de água (CMRA). Se o pH 
estiver fora da faixa do limite de tolerância do organismo-teste um lote com 
ajuste de pH na faixa de 5,5 a 7 deve ser testado juntamente com o lote onde 
este parâmetro não foi ajustado (ASTM, 2004). Os constituintes e caracterís-
ticas dos solos artificiais devem seguir as orientações da seção 7.1. 

Em ensaios com substâncias teste é recomendada a obtenção prévia de dados 
sobre sua toxicidade. Recomenda-se também que o tratamento do substrato 
seja feito quatro dias antes da colocação dos animais ou três semanas em solo 
com metal. Sua incorporação no solo deve ser feita de tal forma que se asse-
gure homogeneidade do tratamento e um ambiente onde as minhocas possam 
sobreviver, isto é, em ambiente úmido e sem resíduos de solventes. Mas, isto 
pode ser inadequado quando a substância for rapidamente degradada no solo, 
como ocorre com alguns agrotóxicos (por exemplo, Andréa et al., 2003). 

Caso a substância seja muito pouco solúvel em água e em solventes orgânicos, 
pode-se adicioná-la em 2,0-2,5 g de areia quartzosa para cada recipiente-teste, 
homogeneizar e então, adicionar e homogeneizar no(s) solo(s) já umedecido(s). 
Nos casos em que foram utilizados diluentes diferentes de água, deve ser utili-
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zado, além das amostras-controle sem tratamento, outro controle com a maior 
quantidade de solvente usada para tratamento.

15.5 Ensaio preliminar de bioacumulação

Devem-se seguir os protocolos realizados para o ensaio de letalidade (ver capí-
tulo 11) para minhocas ou enquitreídeos. 

15.6 Ensaio definitivo de bioacumulação

O tratamento deve ser feito primeiro com a dose de 1% da concentração letal 
a 50% dos organismos-teste- CL50 - e, pelo menos, até 10 vezes maior do que 
seu limite de detecção pelo método analítico utilizado (OECD, 2010). 

A quantidade de organismos a ser retirada nas duas fases deve ser baseada em 
testes prévios que devem indicar a quantidade mínima de tecido animal para 
o limite de análise e detecção utilizado. Os espécimes devem ser selecionados 
pela presença de clitelo e peso individual entre 250 mg e 600 mg.

Se o meio de cultura dos oligoquetas for diferente do de ensaio, os animais 
devem ser aclimatados no solo-teste não tratado, por aproximadamente 24 horas 
a 72 horas antes de serem colocados nos recipientes do ensaio. As minhocas 
devem ser lavadas em água deionizada e ligeiramente secas, em peneira ou em 
papel-toalha úmido, antes de serem pesadas.

De acordo com OECD, 317 (2010), os recipientes com o tratamento devem 
conter 50 g de solo / minhoca e de 10 g a 20 g de solo / enquitreídeo. Devem-se 
utilizar triplicatas das amostras, grandes o sufi ciente para a retirada de amos-
tras a cada tempo de amostragem (Figura 15.1). As triplicatas dos recipientes-
-controle devem conter o mesmo solo sem tratamento e com quantidade de 
organismos e substrato sufi cientes para amostragens no início e fi nal da fase de 
absorção, e no início e fi nal da fase de eliminação. Entre os solos artifi ciais, o 
chamado solo OECD é um substrato composto de 10%, ou como preconizado 
mais recentemente, 5% de esfagno de turfa (o conteúdo menor para simular a 
pior situação em termos de matéria orgânica), 20% de argila caulinita e 70% de 
areia quartzosa, na qual se adiciona carbonato de cálcio para ajustar o pH até 
6,0 (OECD, 2004b; Van Gestel, 2012). Devido à difi culdade na obtenção do 
esfagno de turfa no Brasil, este material foi substituído por pó de casca de coco 
para a formação do Solo Artifi cial Tropical (SAT), como sugerido por Garcia 
(2004), nas mesmas proporções utilizadas no solo OECD (ver seção 7.1). 

Em solos artifi ciais ou com baixo conteúdo de matéria orgânica o alimento deve 
ser incorporado no início e semanalmente durante o ensaio: 7 g de esterco (boi 
ou cavalo) seco e moído kg-1 solo para minhocas e de 2 g a 2,5 g de aveia moída 
kg-1 de solo para enquitreídeos. Durante o ensaio o alimento deve ser colocado 

Figura 15.1. Detalhe das minhocas se enter-
rando no solo (A) e sistemas completos, com 
solos e minhocas, em câmara de temperatura 
e luminosidade controladas (B).

B

A

Fotos: Mara Mercedes de Andréa
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sobre a superfície do solo ou ser incorporado manualmente na camada próxima 
à superfície. Qualquer alimento adicionado deve ser analisado quimicamente 
para determinação da concentração do contaminante testado. 

Os recipientes-testes devem ser vedados com um filme-plástico contendo 
pequenos orifícios, de modo a impedir a fuga dos animais, mas que possibilite 
a troca de ar. Cada conjunto solo-organismo deve ter seu peso anotado e, uma 
vez por semana, deve ser repesado para adição de água deionizada em caso de 
perda de peso, para manutenção da umidade.

Para a quantificação dos contaminantes nos tecidos dos organismos-teste estes 
últimos devem ser deixados purgando o conteúdo intestinal antes de serem 
sacrificados para a realização das análises químicas. O purgamento é reali-
zado, em geral, por 24 horas em ambiente restritivo e com alta umidade (por 
exemplo, com papel de filtro umedecido e tampa perfurada).

Se a estabilidade da substância teste for detectada a um tempo de coleta ante-
rior às seis ou oito coletas pode-se diminuir a quantidade de amostragens do 
solo. Entretanto, deve-se analisar pelo menos três replicatas no início e no final 
da fase de absorção.

O pH e umidade das amostras e a temperatura da sala de teste devem ser 
medidos no início e no final das duas fases.

A norma OECD 317 (OECD, 2010) recomenda que o ensaio seja conduzido 
em condições de luz e temperatura controladas, isto é, 16 horas de luz (prefe-
rivelmente de 400 lux a 800 lux) e 20 ± 2 °C. Contudo, há trabalhos que des-
crevem o uso de luz constante (por exemplo, Van Gestel et al., 2011, Cesar et 
al., 2013) para criar condições que obriguem as minhocas a ficar no interior do 
solo, evitando a luz e maximizando seu contato com o solo tratado.

15.7 Resumo dos requisitos e cronograma do 
ensaio de bioacumulação

Os requisitos e cronograma do ensaio de bioacumulação estão descritos na 
Tabela 15.2 e o resumo do cronograma para condução do ensaio de cinética 
de bioacumulação/eliminação de solo contaminado por minhocas ou enquitre-
ídeos está descrito na Tabela 15.3. 
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Tabela 15.2. Resumo dos requisitos do ensaio de bioacumulação com minhocas.

Requisitos Condição
Tipo de ensaio Absorção e eliminação.
Referências OECD 317 (OECD, 2010); ASTM E1676 (ASTM, 2004).
Duração 42 a 56 dias (ASTM E1676) (ASTM, 2004); ou, 28 (enquitreídeos) e 42 (minhocas) dias 

(OECD 317) (OECD, 2010).
Organismo-teste E. fetida ou E. andrei: adultos, com clitelo e mais do que 2 meses de idade, com peso entre 

250 mg e 600 mg. Enchytraeidae com aproximadamente 1 cm. 
Alimentação (quando se usa solo com baixo 
conteúdo de Carbono orgânico)

No início e semanalmente durante o ensaio: 7 g de esterco (boi ou cavalo) seco e moído kg-1 
solo para minhocas e de 2 g a 2,5 g de aveia moída kg-1 para enquitreídeos.

Substrato Solo artificial ou solo natural.
Proporção de solo:organismo/ensaio OECD 317 - 50 g solo/minhoca ou 10-20 g solo/enquitreídeo (OECD, 2010).
Ambiente de ensaio Câmara ou sala climatizada, onde possam ser controladas temperatura e fotoperíodo.
Número mínimo de concentrações Uma concentração, mais o controle
Número mínimo de replicatas por 
concentração-teste, ou amostra de solo

OECD 317 - no mínimo 3 replicatas de cada tratamento; 3 replicatas de controle (3 amostras 
retiradas por tempo de coleta). (OECD, 2010).

Número mínimo de organismos por replicata A quantidade de tecido animal retirada em cada coleta tem que se basear em testes prévios 
que indicam a quantidade necessária para as análises químicas (ASTM E1676) (ASTM, 
2004).

Temperatura 18 °C a 22 °C
Fotoperíodo 16 horas luz: 8 horas escuro ou luz contínua.
Intensidade de luz De 400 a 800 lux.
Efeito observado Sobrevivência, capacidade de escavação e determinação das concentrações no(s) solo(s) e 

nos organismos.
Expressão dos resultados Fator de bioacumulação (FBA); cinética de absorção e eliminação (depuração) dos 

contaminantes. 
Critérios de validade No tratamento e no controle: (médias das replicatas) < 10% de mortalidade (minhocas) e < 

20% (enquitreídeos).
Perda de biomassa < 20%.
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Tabela 15.3. Ensaio de cinética de bioacumulação/eliminação de solo contaminado [solo artificial ou natural tratados com solução de composto-
-teste] com as minhocas E. andrei e E. fetida ou os enquitreídeos E. albidus e E. luxuriosus.

Etapa Dias Atividade

Preparo do material

-11

- Determinação das CMRAs dos substratos [solos artificial ou natural ou natural contaminado] (ver seção 
7.4).

- Pesagem dos substratos em massa suficiente para o ensaio (para aclimatação de organismos e triplicatas 
para cada dia de amostragem nas fases de absorção, de solo artificial para a fase de eliminação).

- 4

- Preparo da solução do composto-teste.
[- Tratamento de solo artificial ou natural com o composto-teste, separando amostras para análises da 
quantidade aplicada nos solos tratados.

- Aplicação da quantidade máxima de solvente utilizada no tratamento com o composto-teste, nas amostras 
controle].

-3 - Umedecimento dos substratos (solo natural contaminado e solo artificial para o controle) das réplicas a 
serem usadas para a fase de absorção com água processada (ver seções 11.2.4 e 11.3.3)

- 1

- Determinação do pH e da umidade dos substratos (seção 7.4 e 7.5).
- Pesagem dos substratos; colocação nos recipientes-teste em número suficiente para a fase do ensaio.
- Seleção dos organismos por peso e maturidade para aclimatação em solo sem o contaminante (ver seção 
15.6).

- Remoção de amostras do solo contaminado para análise da contaminação inicial.
- Separar organismos para o ensaio e purgamento de alguns para análise química dos valores de 
“background” do contaminante (0 Dia de Absorção).

- Adição de alimento se o substrato tiver baixo conteúdo de carbono orgânico total.

Montagem do ensaio 1

- Congelamento dos organismos para análise posterior.
- Correção da umidade dos substratos, se necessário.
- Colocação dos organismos nos recipientes-teste (ver seção 15.6) e pesagem das réplicas para reposição de 
umidade durante o ensaio.

Ensaio de absorção

2

- Observação do comportamento dos organismos.
- Coleta de triplicatas do substrato-teste, do controle e de organismos para análise (1ª coleta) (ver seção 
15.7).

- Congelamento imediato do substrato-testes para análise posterior.
- Pesagem e purgamento do conteúdo intestinal dos organismos.

3

- Congelamento dos organismos para análise posterior.
- Repetir o procedimento do dia 2 só com as amostras tratadas, sem coleta de organismos do controle (2ª 
coleta).

- Congelamento imediato do substrato-testes para análise posterior.
- Pesagem e purgamento do conteúdo intestinal dos organismos.

15.8 Validação do ensaio de bioacumulação

O ensaio só será considerado válido se a mortalidade não exceder a 10% 
(minhocas) ou 20% (enquitreídeos) do total de animais introduzidos durante 
todo o período do ensaio (absorção e eliminação) nos recipientes-testes e nos 
controles. Além disso, a média de perda de peso das minhocas, medida ao final 
da fase de absorção e da fase de eliminação, não deve ultrapassar 20% do peso 
inicial fresco do início de cada fase.
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15.9 Cálculos dos fatores de bioacumulação e de 
bioacumulação solo-biota 

Os resultados obtidos por meio dos métodos quantitativos de análise dos teores 
de contaminantes no tecido animal podem ser utilizados para se calcular: 

i) Os fatores de bioacumulação (FBA).

ii) Cinética e modelagem das taxas de absorção e eliminação (depuração) do 
contaminante. 

O Fator de Bioacumulação (BAF, em inglês, ou FBA) é baseado na soma do 
composto original e seus metabólitos presentes nos organismos e no solo ao 
final do estudo, e calculado pela fórmula: 

Onde:

BAF ou FBA = fator de bioacumulação.

Corganismo = concentração do composto ou elemento e seus metabólitos nos orga-
nismos (µg g-1).

Csolo = concentração do composto ou elemento e seus metabólitos no solo 
(µg g-1). 

A norma OECD 317 (OECD, 2010) também indica a possibilidade de se cal-
cular um Fator de Bioacumulação Solo-Biota (FBSA), por meio da normali-
zação da concentração da substância em relação ao conteúdo de lipídios dos 
organismos dividido pela concentração da substância em relação ao conteúdo 
de Carbono orgânico (CO) do solo: 

Onde:

Csolo = concentração da substância no solo por g de Carbono Orgânico (µg g-1) 
e baseado no equivalente em massa seca. 

Corganismo = concentração da substância no organismo por g de lipídios (µg g-1) e 
baseado em peso úmido dos animais.

FBSA = dado em g de CO g-1 de lipídios.

Corganismo

Csolo

BAF ou FBA =

Csolo (CO)

Corganismoh (lip)
BSAF =
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15.10 Cálculos dos parâmetros de absorção 
e eliminação, e da cinética do fator de 
bioacumulação  

Para obtenção da cinética de bioacumulação e das taxas constantes de absorção 
(ks) e de eliminação (depuração) (ke) do contaminante, os dados analíticos 
[teores de contaminante em tecido de minhoca ou enquitreídeo e no(s) solo(s)] 
são ajustados para modelos computacionais que levam em conta parâmetros 
não lineares, conforme as equações 1 e 2. Essas equações permitem elaborar 
prognósticos acerca da incorporação e eliminação potencial de contaminantes 
pelo metabolismo dos animais, podendo funcionar como um indicador da ciné-
tica dos mecanismos de biodisponibilidade (Van Straalen et al., 2005; OECD, 
2010). 

Quando o estado de equilíbrio é alcançado durante a fase de absorção utilizam-
-se as seguintes equações:

(Equação 1 - fase de  bioacumulação)

(Equação 2 - fase de depuração)

Onde:

Ca = concentração da substância nos organismos [g kg-1 peso seco ou úmido].

ks = constante de absorção nos tecidos animais [g solo kg-1 de tecido de minhoca 
e enquitreídeos d-1].

Cs = concentração da substância no solo [g kg-1 peso seco ou úmido].

ke = constante de eliminação [d-1]. 

Esses cálculos normalizados permitem a comparação de resultados obtidos por 
diferentes ensaios de bioacumulação e também informam sobre a influência 
dos poluentes nos conteúdos de lipídios dos animais. Estas medidas reduzem 
a variabilidade nos resultados de substâncias com características fortemente 
lipofílicas como, por exemplo, muitos agrotóxicos organoclorados. 

De acordo com Liu et al. (2005), valores de FBA menores do que a unidade 
indicam que os animais absorveram o contaminante, mas não bioacumularam, 
isto é, as taxas de excreção são maiores que as taxas de incorporação. A bioa-
cumulação estaria caracterizada quando os valores de FBA fossem maiores ou 
iguais a uma unidade, isto é, ocorreu um balanço de massa positivo de conta-
minante em tecido animal. 

ks

ke

Ca = x Cs (1 - e-ket)  0 < t < tc

ks

ke

Ca = x Cs (e
-ket(t-t ) - e-ket)  t > tc

c
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tc = tempo ao final da etapa de bioacumulação. 

De acordo com a norma OECD 317 (OECD, 2010), caso a concentração ini-
cial (C0) de contaminante nos organismos exceda a zero (ocorre principal-
mente com metais), o valor detectado deve ser adicionado ao valor de Ca. Esses 
modelos podem ser adaptados de acordo com a complexidade do comporta-
mento da substância-teste ao longo do ensaio, como por exemplo, pela dimi-
nuição da concentração da substância-teste ao longo da etapa de bioacumu-
lação (ocorre, por exemplo, com contaminantes que apresentam decaimento 
radioativo, substância muito voláteis, etc.). 
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Os substratos (solos-testes, solos-referência ou solos artificiais) contaminados 
utilizados nos ensaios devem ser classificados de acordo com as diretrizes da 
NBR 10.004 (ABNT, 2004), embalados e identificados, com a indicação do(s) 
tipo(s) de contaminante(s) presente(s), data do descarte e tipo de solo (artificial 
e/ou natural). Em seguida, devem ser entregues à seção de tratamento de resí-
duos da instituição ou para empresas especializadas, para o correto tratamento 
e destinação final, conforme requerido pela Lei 12.305, que instituiu a Política 
Nacional de Resíduos Sólidos (Brasil, 2010).

Para o descarte dos oligoquetas e enquitreídeos sobreviventes nos ensaios, 
recomenda-se: (i) congelamento; (ii) congelamento seguido de autoclavagem; 
(iii) congelamento seguido de liofilização; (iv) fixação em formol 5% ou etanol 
70%. Após estes procedimentos os organismos podem ser descartados junto 
com o substrato. A fixação dos animais, especialmente as minhocas, além da 
simplicidade e custo, tem a vantagem de evitar o mau-cheiro decorrente da 
deterioração dos tecidos mortos. Recomenda-se evitar o descarte de animais 
sobreviventes no meio ambiente, principalmente quando as espécies utilizadas 
nos ensaios não são naturais do Brasil. Também não se recomenda a reutili-
zação dos animais em ensaios ou em culturas, ainda que tenham sido utilizados 
como controle.
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17.1 Introdução

Os estudos ecotoxicológicos podem ser classificados em três níveis experi-
mentais (Figura 17.1):

Figura 17.1. Níveis dos ensaios ecotoxico-
lógicos (ensaios de laboratório, ensaios de 
semi-campo e de campo) em relação aos dife-
rentes níveis de organização biológica.

1. Ensaios de laboratório onde o impacto de uma substância é estudado em 
condições controladas (tanto as formas de exposição quanto as variáveis 
ambientais). Porém, geralmente estes ensaios são considerados pouco rea-
listas (por exemplo, a substância é aplicada a um substrato artificial), de 
curta duração (alguns dias até dois meses) e direcionados a poucas espé-
cies-padrão as quais foram selecionadas principalmente pela praticidade. 

2. Estudos experimentais de campo que, de acordo com Liess et al. (2005), 
são experimentos que analisam o impacto de uma substância aplicada sob 
condições controladas. Tais estudos são conduzidos em ambiente natural, 
dentro do contexto agrícola, frequentemente focando um grupo de orga-
nismos, em particular as minhocas. Nesse caso, as “condições controladas” 
se referem apenas à aplicação da substância, e não às variáveis ambientais. 
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3. Ensaios de semi-campo, definidos como sistemas reprodutíveis con-
trolados, que tentam simular os processos e as interações entre compo-
nentes em uma parte do ambiente terrestre, sejam em escala laboratorial 
(em pequena escala), no campo, ou em escala intermediária (laboratório-
-campo).

Os ensaios em níveis hierárquicos superiores (higher-tier methods) são pro-
jetados de modo a combinar as vantagens dos ensaios de laboratório (por 
exemplo, padronização e condições controladas) com as vantagens de estudos 
de campo (variabilidade natural, interações complexas), ao mesmo tempo evi-
tando desvantagens que cada um destes métodos tem individualmente, como 
o uso de uma única espécie e a necessidade de muita mão de obra, respecti-
vamente. Em síntese, esses ensaios são direcionados ao estudo dos níveis de 
organização das populações e comunidades biológicas e, para tanto, englobam 
uma ampla gama de abordagens metodológicas (Figura 17.1). 

O presente capítulo é uma versão resumida de partes do livro de Schäffer et 
al. (2010), também de autoria dos autores e escrito em inglês, onde poderão 
encontrar informações mais detalhadas e ilustrações dos ensaios em níveis hie-
rárquicos superiores. Outras sugestões de leitura são Kuperman et al. (2002) 
sobre ensaios em níveis hierárquicos superiores e Scholz-Starke et al. (2017) 
que trazem uma revisão sobre estudos multiespécies na avaliação de risco 
ambiental para agrotóxicos e também Römbke et al. (2017) que discutem o 
uso de enquitreídeos em estudos de laboratório e em níveis hierárquicos supe-
riores.

17.2 Abordagem de semi-campo

17.2.1 Classificação dos métodos existentes

Esse capítulo apresenta uma visão geral dos métodos disponíveis, como eles 
podem ser classificados e como podem ser avaliados, seguindo critérios que, 
basicamente, não diferem daqueles aplicados a outros métodos ecotoxicoló-
gicos. A utilização de métodos de semi-campo tem por objetivo aumentar o 
realismo ecológico nas metodologias de avaliação de risco. Primeiramente, 
Odum (1984) descreveu mesocosmos como “sistemas limitados, parcialmente 
permeáveis aos seus arredores”, e com isso ofereceu a definição mais básica de 
uma abordagem de semi-campo. Depois ele propôs o uso desse método para 
pesquisas ecológicas e ecotoxicológicas que, historicamente basearam-se em 
abordagens desenvolvidas para as questões ecológicas (por exemplo, Verhoef, 
1996; Fraser; Keddy, 1997). Contudo, em meados dos anos 1980, um Modelo 
de Ecossistemas Terrestres (TME, em inglês) foi proposto para ensaios eco-
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toxicológicos (Van Voris et al., 1985; Sheppard, 1997). Estes sistemas podem 
gerar melhores dados de efeito para avaliar ensaios com uma única espécie, 
além de ajudarem a medir as funções do ecossistema em condições contro-
ladas. Eles também podem ser utilizados para determinar efeitos indiretos, 
bem como sinergísticos ou compensatórios, de substâncias químicas em nível 
de ecossistema e permitem uma melhoria significativa na pesquisa do destino 
de contaminantes no ecossistema terrestre. 

Para agrupar os ensaios de semi-campo, o seguinte critério dicotômico tem 
sido utilizado (Morgan; Knacker, 1994; Römbke; Moltmann, 1996):

1. Integridade do solo: O solo natural foi modificado ou não? 

  Colunas intactas de solo versus solo modificado/“montado” (modified/ 
assembled soil) por peneiramento e/ou defaunação (sobre defaunação ver 
seção 7.6).

2. Origem dos organismos: Foram utilizados organismos nativos, ou foram 
adicionados indivíduos de espécies selecionadas (por exemplo, uma 
espécie referência)? Na abordagem mista, a fauna natural é “enriquecida”, 
ou suplementada, com espécies criadas em laboratório (com objetivo de 
simular os níveis tróficos ou adicionar características ainda ausentes). 

  Comunidade natural versus indivíduos adicionados.

3. Condições climáticas: O estudo foi conduzido sob condições controladas 
ou não? 

  Situação de campo versus cenário controlado.

4. Integridade de sistema/grau de isolamento: O sistema do teste está conec-
tado com o ambiente, isto é, (i) é possível ocorrer uma mudança da subs-
tância teste ou não (importante para substâncias radiomarcadas) e (ii) é pos-
sível ocorrer uma mudança na biota, isto é, a recuperação dos parâmetros 
da comunidade é estritamente intrínseca ou não? Os sistemas podem ser 
fechados e mantidos isolados de trocas gasosas com tampas plásticas. A 
imigração de animais maiores é prevenida por tecido de gaze de diferentes 
tamanhos de malha.

  Sistemas abertos versus sistemas fechados.

5. Tamanho: Qual o tamanho do sistema-teste? Não é possível uma avaliação 
dicotômica. 

É difícil classificar todos os potenciais sistemas de testes de semi-campo em 
categorias, mas a seguinte tipologia é proposta (Tabela 17.1) baseando-se nos 
critérios a, b e c descritos acima.

Neste capítulo apenas os sistemas de semi-campo pertencentes aos tipos A e B 
serão considerados, uma vez que até o momento nenhum estudo do grupo C 
foi realizado com oligoquetas.
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17.2.2 Apresentação dos métodos de semi-campo

A maioria dos trabalhos que utilizam métodos de ensaios de semi-campo para o 
ambiente terrestre enfoca sistemas montados (Assembled Soil Systems) (Grupo 
A), o segundo mais comum são os TMEs (Grupo B) e poucos usam os compar-
timentos em campo (Field Enclosures) (Grupo C). O único com padronização 
são os TMEs. As características das diferentes abordagens de semi-campo, em 
relação aos testes com espécie única e estudos em campo completos, estão 
resumidas na Tabela 17.2. 

Tabela 17.1. Tipologia de sistemas classificatórios de ensaios ecotoxicológicos de semi-campo.

A

Sistemas Montados (Assembled Soil Systems): Unidades artificialmente montadas, com adição de organismos (sozinhos ou com 
remanescentes da comunidade natural).

A1 Condições ambientais controladas.
A2 Condições de campo.

B
Modelo de Ecossistemas Terrestres (TMEs): Colunas intactas de solo com comunidades naturais.
B1 Condições ambientais controladas.
B2 Condições de campo.

C
Compartimentos em Campo (Field Enclosures): Solo não perturbado, prevenção da imigração de espécies por barreiras.
C1 Comunidades naturais.
C2 Organismos adicionados.

Tabela 17.2. Critérios de categorização de métodos de ensaios ecotoxicológicos terrestres.

Critério

Sistema
Grupo A Grupo B Grupo C

Sistemas Montados  
(Assembled systems)

Modelo de Ecossistemas 
Terrestres (TMEs)

Compartimentos em campo (Field 
enclosures)

Integridade do solo Peneirado Intacto Intacto
Composição de espécies do teste Cadeia alimentar típica Comunidade natural Comunidade natural
Origem dos organismos-testes Culturas de laboratório Local de origem Local de origem e culturas de laboratório
Integridade do sistema Aberto ou fechado Aberto ou fechado Aberto
Controle ambiental No interior ou ao ar livre No interior ou ao ar livre Ao ar livre
Nivel hierárquico da abordagem Nível superior Nível superior Nível superior

Grupo A1: Sistemas montados em condições de laboratório 

Estes são sistemas relativamente pequenos e frequentemente chamados de 
testes gnotobióticos (Metcalf et al., 1971; Gile, 1983; Van Wensem et al., 1991; 
Morgan; Knacker, 1994; Fernandez et al., 2004; Boleas et al., 2005; Pernin et 
al., 2006;  Scott-Fordsmand et al., 2008; Chelinho et al., 2010; Domene et al., 
2010). Assume-se que todos os grupos de organismos do sistema estão sob 
controle e são bem conhecidos para o experimento (gnostos (gr.) = conhecido). 
Um exemplo desse grupo de sistemas é o teste de Microcosmos Integrados 
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Tabela 17.3. Principais características do ensaio de Microcosmos Integrados de Solos (ISM) como um exemplo do grupo de semi-campo A1. 

Nome: Ensaio de Microcosmos Integrados de Solos ISM (Integrated Soil Microcosms)
Diretriz/Literatura: Burrows; Edwards (2002; 2004) 
Princípio: Testar organismos de origem natural, bem como aqueles adicionados, em solo peneirado; Possibilidade de avaliar os 

lixiviados.
Espécies: Comunidades microbianas, de nematóides e de microartrópodes (parcialmente) naturais do solo; adição de plantas e 

invertebrados (por exemplo, minhocas). 
Substrato: Solo de campo peneirado (principalmente de áreas agrícolas).
Duração: Geralmente entre 21-28 dias.
Parâmetro: Ampla variedade de destinos e parâmetros de efeitos. 
Experiência: Até o momento, pesticidas e explosivos.

Nota: Para melhorar o regime de umidade, bem como a coleta dos lixiviados, pode-se aplicar uma tensão na base de cada coluna de solo (30 kPa 
- 35 kPa), mimetizando as condições de campo (Checkai et al., 1993).

de Solos (ISM) (Tabela 17.3; Figura 17.2), também conhecido como “abor-
dagem de Ohio” (Burrows; Edwards, 2002, 2004). Contudo, na realidade, a 
comunidade microbiana e de nematóides são parte da comunidade original que 
continua viva mesmo no solo peneirado.  

Figura 17.2. Visão esquemática do ensaio de 
Microcosmos Integrados de Solos (ISM) (mo-
dificado de Kuperman et al., 2002).
Ilustração: Wellington Cavalcanti

Grupo A2: Sistemas modificados em condições de campo

Visto que esse sistema é raramente utilizado (por exemplo, Løkke, 1995; De 
Vaufleury et al., 2007), nenhum exemplo será apresentado em detalhe aqui.
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Grupo B1: Colunas de solo intactas com comunidades naturais 
(TMEs) em condições de laboratório

O exemplo mais importante desse grupo é o Modelo de Ecossistemas 
Terrestres, desenvolvido por Van Voris et al. (1985). Este é o único método de 
semi-campo padronizado até o momento (ASTM, 1993; Umweltbundesamt, 
1994; Environmental Protection Agency, 1996) (Tabela 17.4, Figuras 17.3 e 
17.4). O fungicida carbendazim, além de outros agrotóxicos, bem como um 
produto farmacêutico veterinário têm sido estudados com TMEs na Europa 

Tabela 17.4. Principais características dos Modelos de Ecossistemas Terrestres (TMEs) como exemplos de ensaios de semi-campo do 
grupo B1.

Nome Modelo de Ecossistemas Terrestres (TME).
Diretriz/Literatura Schaeff er et al. (2010).
Princípio Interação das propriedades do solo com as comunidades naturais de microorganismos, animais e plantas.
Espécies Comunidade natural de organismos de solo.
Substrato Solos não perturbados provenientes de áreas de campo.
Duração Geralmente, cerca de 16 semanas.
Parâmetro Ampla variedade de destinos e parâmetros de efeitos.
Experiência Em crescimento: por exemplo, com fungicidas, solos contaminados ou medicamentos em dejetos; há um estudo 

realizado nos trópicos (Förster et al., 2007).

Figura 17.3. (A) Corte transversal de um Modelo de Ecossistema Terrestre (TME) e extrator da coluna intacta de solo 
(Figura modifi cada de Th. Knacker). (B) Coluna de solo para TME recém extraída do Laboratório de Ecologia do Solo 
da Udesc/CAV. 

(A) (B)

Foto: Ana Paula Maccari
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(Knacker et al., 2004; Förster et al., 2004) e no Brasil (Förster et al., 2006). 
No Brasil, o Laboratório de Ecologia do Solo da Udesc/CAV e Udesc/CEO 
realizam experimentos desse tipo para estudar o efeito de dejetos animais e 
agrotóxicos (Figura 17.4) (Segat, 2016; Maccari, 2018). As interações entre 
estresse químico e os pesticidas sobre a comunidade de organismos do solo 
podem ser estudadas usando esse método. Uma visão global dos efeitos dos 
pesticidas no contexto de semi-campo e campo, sobre organismos de solo 
(principalmente, mas não somente: minhocas), é apresentada em Jänsch et al. 
(2006). Informações mais detalhadas sobre os efeitos do carbendazim sobre as 
minhocas e enquitreídeos podem ser encontrados nos estudos de Römbke et al. 
(2004) e Moser et al. (2007), que mostraram alta sensibilidade desses dois oli-
goquetas a esse fungicida, nos ensaios de TMEs. Os TMEs já foram utilizados 
na avaliação de risco específi co de áreas contaminadas (Kools et al., 2009).

Grupo B2: Colunas intactas de solo com comunidades naturais 
(TMEs) em condições de campo 

Colunas intactas de solo (similares às anteriores, do Grupo B1) têm sido utili-
zadas em condições de campo, contudo, estas são consideravelmente maiores 
(até 47 cm de diâmetro, 40 cm de altura, 100 kg de solo de pastagem) do 
que aquelas mantidas em condições de laboratório. Neste caso, as colunas são 
armazenadas ao ar livre, em instalações que permitem controlar a umidade 
mediante irrigação ou de proteção da chuva (Tabela 17.5, Figuras 17.5 e 17.6). 
Demonstrou-se que a dinâmica populacional da maioria das espécies domi-
nantes segue as fl utuações naturais ao longo dos anos (Scholz-Starke et al., 
2011).

Como mencionado anteriormente, nenhum exemplo do Grupo C será apresen-
tado, pois nunca foram utilizados com oligoquetas.

Figura 17.4. (A) Ilustração da cabine climatizada onde os TMEs são inseridos durante o ensaio. Em detalhe, os funis para coleta de lixiviados na 
porção inferior da cabine (Figura modifi cada de Thomas Knacker). (B) Experimento de TME no Laboratório de Ecologia do Solo da Udesc/CAV. 

Foto: Ana Paula Maccari
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Tabela 17.5. Principais caraterísticas dos Modelos de Ecossistemas Terrestres (TMEs) como exemplos de ensaio de semi-campo do 
grupo B2. 

Nome Modelo de Ecossistemas Terrestres (TME)
Diretriz/ Literatura Schäeff er et al. (2010)
Princípio Dinâmica natural das comunidades originais do solo, coletadas de uma pastagem não perturbada
Espécies Comunidade natural de organismos de solo 
Substrato Solos de campos não perturbados 
Duração Estabilidade comprovada de até um ano 
Parâmetro Estrutura das comunidades de Collembola, Oribatida, Enchytraeidae, Nematoda, biomassa vegetal; 

avaliações relacionadas aos destinos das substâncias também podem ser incluídas
Experiência Crescente experiência, principalmente com compostos inseticidas (e alguns fungicidas)

Figura 17.5. A área de superfície de um TME 
(47 cm de diâmetro) permite amostragem se-
quencial de até 19 sub-amostras de colunas de 
solo para extração de enquitreídeos ou micro-
artrópodes e várias pequenas colunas de solo. 

Figura 17.6. Instalação experimental ao ar livre (baseada em desenho de A. Toschki).
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17.2.3 Avaliação de métodos de semi-campo

Para avaliar a viabilidade dos ensaios de semi-campo como sistemas de nível 
hierárquico superior (higher tier), no contexto de avaliação de risco de pesti-
cidas, dois grupos de critérios foram usados considerando aspectos da ecologia 
e desempenho (Römbke et al., 1996). As seguintes compilações refl etem o 
produto dessa discussão.

Critério ecológico

Relevância: o sistema deve incluir espécies importantes (isto é, engenheiros 
do ecossistema, espécies chave, espécies sensíveis) ou, em caso de sistemas 
de ensaios com múltiplas espécies, a composição de espécies deve representar 
a comunidade do habitat de interesse, tais como comunidades biológicas de 
áreas abertas, que são típicas para o cenário agrícola.

Ilustração: Wellington Cavalcanti
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Parâmetros: número total, cobrindo estrutura e função.

Flexibilidade: adequados para diferentes cenários de exposição, diferentes 
tipos de solo e diferentes culturas agrícolas. 

Sensibilidade: sensíveis a produtos químicos, mas resistentes em relação a 
outros fatores; o sistema deve reagir a um intervalo relevante de doses; o sis-
tema deve conter espécies sensíveis. 

Critério de desempenho

1. Viabilidade: boa relação custo-benefício entre recursos (custos, tempo, 
mão de obra) e resultados.

2. Reprodutibilidade e repetibilidade: robustez estatística, isto é, baixa 
variabilidade dos parâmetros escolhidos.

3. Experiência: quantidade de estudos realizados, incluindo as comparações 
de campo. 

4. Padronização: diretriz / manual publicado disponível.

Como é quase impossível quantificar o grau de preenchimento desses critérios, 
optou-se por utilizar o conhecimento de especialistas para conduzir os pro-
cessos de avaliação. 

Analisando a Tabela 17.6, torna-se óbvio que não existe um único método para 
responder a todas as questões sobre as pesquisas ou avaliações de compostos 

Tabela 17.6. Classificação simplificada dos três grupos de métodos utilizados em semi-campo [Sistemas modificados (Assembled Systems), 
Modelo de Ecossistemas Terrestres (Terrestrial Model Ecosystems), Caixas de campo (Field Enclosures)] de acordo com oito critérios eco-
lógicos e de desempenho, como indicado pelas três cores e pelos comentários adicionais. European Union (EU); Umweltbundesamt (UBA), 
American Society for Testing and Materials (ASTM).
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químicos em testes ecotoxicológicos de nível hierárquico superior (Higher-
tier tests). Cada caso possui um método mais apropriado. Por exemplo, se o 
interesse está relacionado ao impacto sobre uma importante espécie predadora, 
o ensaio de compartimentos em campo (field enclosures) é a escolha mais ade-
quada. Por outro lado, se o principal interesse está nos parâmetros estruturais 
e efeitos indiretos ao longo da cadeia alimentar, então os ensaios com TMEs 
talvez sejam os mais indicados. 

De acordo com o resultado da revisão mencionada acima, é possível realizar 
as seguintes afirmações:

1. Várias opções metodológicas estão disponíveis para os ensaios de semi-
-campo, o que possibilita uma gama de ferramentas em potencial para ava-
liações de risco ambiental, em nível hierárquico superior (higher tier) dos 
pesticidas no solo. Até o momento, a melhor experiência foi obtida por 
meio do uso de TMEs, os quais têm demonstrado resultados confiáveis e 
reprodutíveis para os efeitos dos pesticidas sobre os organismos de solo.

2. A seleção dos métodos mais apropriados, em níveis hierárquicos superiores 
(higher tier) (laboratório, semi-campo e campo), depende das exigências da 
pesquisa ou avaliação de risco, e das questões regulatórias que precisam ser 
atendidas.

3. Quando um estudo de semi-campo é planejado, é importante considerar 
tanto a ecologia da espécie chave sob investigação, quanto o destino e com-
portamento da substância-teste.

17.3 Abordagens de campo: ensaios prospectivos 
de compostos químicos

Atualmente, o único ensaio de campo padronizado com invertebrados do solo 
é aquele realizado com minhocas ISO 11268-3, que utiliza a comunidade 
natural de minhocas (ISO, 2014; Tabela 17.7). Este método ISO é utilizado 

Tabela 17.7. Principais características do ensaio com minhocas em campo, de acordo com os requerimentos da União Européia. 

Nome Efeitos de poluentes em minhocas em situações de campo. 
Diretriz/Literatura ISO 11268-3 (ISO, 1999); Kula et al. (2006)
Princípio Testar as comunidades naturais de minhocas em uma parcela projetada sob condições agrícolas reais.
Espécies Comunidade natural de minhocas, em particular Aporrectodea caliginosa, Lumbricus terrestris (como importantes 

representantes dos grupos ecológicos de endogéicos e anécicos em regiões temperadas).
Substrato Áreas de campo, que podem ser tanto áreas agrícolas como pastagens ou pomares. 
Duração Até 12 meses, em alguns casos até mais (com pelo menos quatro datas de avaliação).
Parâmetro Abundância, biomassa, composição de espécies de minhocas.
Experiência Crescente experiência, principalmente, com inseticidas (e alguns fungicidas). 
Experiência Parte do processo de registro da União Européia; possivelmente útil também para outros invertebrados (por exemplo, 

enquitreídeos e colêmbolos).
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Figura 17.7. Aplicação de um pesticida em 
uma parcela experimental, localizada em 
pastagens próxima à cidade de Frankfurt 
(Alemanha). 

apenas para avaliar agrotóxicos. Por este motivo, ele pode vir a ser recomen-
dado pela OECD num futuro próximo. Por enquanto, entretanto, foram feitas 
recomendações para melhorar a viabilidade e praticidade desse teste (Kula 
et al., 2006). Na Comunidade Européia, o ensaio de campo com minhocas 
é regularmente requerido na avaliação de pesticidas que demostraram riscos 
em ensaios laboratoriais. No entanto, como o resultado da avaliação pode ser 
complexo (por exemplo, os efeitos podem variar consideravelmente entre os 
tempos das amostragens ou entre as espécies), algumas orientações adicionais 
são fornecidas pelas autoridades responsáveis por avaliar os resultados (De 
Jong et al., 2006). Atualmente, discute-se a viabilidade do mesmo modelo para 
a realização de ensaios com outros invertebrados (Römbke et al., 2009). 

Resumidamente, parcelas de 10 m x 10 m são preparadas no local de estudo, 
onde geralmente são realizadas aplicações de um controle (água) e cinco tra-
tamentos (= diferentes taxas de aplicações do pesticida testado), cada um com 
quatro repetições. Em cada repetição, quatro amostras são retiradas em cinco 
datas ao longo de um ano. Um número mínimo de minhocas (100 ind. m-2 
no controle) deve ocorrer; caso contrário, o estudo não é considerado válido. 
Além disto, a aplicação de uma substância referência (até o momento, carben-
dazim na concentração de 6 kg a10 kg i.a. carbendazim/ha) deve mostrar dife-
rença signifi cativa em relação ao controle reduzindo a abundância ou biomassa 
em pelo menos 50% (ISO, 2014). 

Nas Figuras 17.7 e 17.8 são apresentadas importantes atividades deste teste: a 
aplicação da substância teste (Figura 17.7) e a amostragem de minhocas pela 
combinação de extração manual e aplicações de formol (Figura 17.8). A seguir, 
resultados típicos de ensaios em diferentes níveis (laboratório e campo) são 
apresentados na forma de um estudo de caso. 

Os resultados de três ensaios de toxicidade (toxicidade aguda e crônica em 
ensaios laboratoriais, bem como em um estudo de campo) e de um de ensaio 
de fuga, com minhocas, são comparados para demonstrar os prós e contras 
desses ensaios (Tabela 17.8). O trabalho é baseado numa tese de doutorado, 
cujos experimentos foram conduzidos no estado do Amazonas (Garcia, 2004). 
Entretanto, cabe salientar que resultados similares foram encontrados em 

Foto: Jörg Römbke

Figura 17.8. Amostragem de minhocas por 
extração manual (A), seguida de extração por 
formol (B), em área de pastagens próxima à 
cidade de Frankfurt (Alemanha).

Fotos: Jörg Römbke

Tabela 17.8. Comparação dos resultados de ensaios padrão com minhocas, conduzidos em con-
dições tropicais, com o fungicida carbendazim e o inseticida lambda-cialotrina, aplicados em 
solo artifi cial tropical e em condições de campo (modifi cado de ISO, 1999). 

Ensaio com minhocas Parâmetro
Carbendazim Lambda-cialotrina

mg i.a. kg-1 solo seco
Laboratório: Agudo de 
mortalidade 

CL50 > 1000 23.9

Laboratório: Crônico de 
reprodução

CENO 3.16 6.2

Laboratório: Fuga CENO < 1.0 < 0.32
Campo: Abundância da espécie 
nativa A. amazonicus

CEO 1.33 ?

(A)

(B)
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estudos com pesticidas na Europa e nos Estados Unidos. Os dois pesticidas 
utilizados nesses ensaios (o inseticida lambda-cialotrina e o fungicida carben-
dazim) demonstraram menor toxicidade nos ensaios de mortalidade (14 d) do 
que nos ensaios de reprodução (56 d). No caso do carbendazim a diferença foi 
>i300 vezes, excepcionalmente alta, normalmente essa diferença é de aproxi-
madamente 10 vezes. Curiosamente, nos ensaios de fuga, que tem curta duração 
(2 d), observou-se maior sensibilidade das minhocas do que nos ensaios de 
toxicidade crônica para ambos pesticidas. Embora este ensaio seja normal-
mente mais sensível que o de mortalidade, outros experimentos frequentemente 
mostram resultados de toxicidade na mesma ordem de grandeza que os ensaios 
de toxicidade crônica (Hund-Rinke et al., 2005). Nos dois ensaios de campo, 
realizados em um seringal abandonado, não foram observados efeitos destes 
dois pesticidas sobre a comunidade de minhocas em geral. Contudo, os indi-
víduos da espécie Andiorrhinus amazonius (Glossoscolecidae), abundantes no 
local, reagiram negativamente à presença de concentrações do carbendazim, 
com resultados comparáveis aos resultados dos ensaios de reprodução e fuga 
em laboratório. Nenhum efeito consistente sobre as minhocas foi observado 
em campo, na presença de lambda-cialotrina.

17.4 Abordagens de campo: monitoramento 
retrospectivo

O monitoramento de minhocas e/ou enquitreídeos poderia ser considerado 
como parte da Avaliação de Risco Ambiental de áreas contaminadas (retros-
pectiva). No entanto, até hoje essa abordagem raramente tem sido utilizada 
(por exemplo, Spurgeon; Hopkin, 1996; Römbke et al., 2002). Por outro lado, 
baseando-se nas boas experiências obtidas para os ecossistemas aquáticos, 
uma nova abordagem foi proposta: a Tríade. De acordo com Jensen e Mesman 
(2006) essa é uma abordagem robusta, originalmente desenvolvida para avaliar 
a qualidade de sedimentos (Long; Chapman, 1985). Porém, há menos experi-
ências com este tipo de abordagem em sistemas terrestres (Rutgers et al., 2000; 
Semenzin et al., 2008).

A abordagem da Tríade consiste em três linhas de evidência (Lines of Evidence 
- LoE) (Figura 17.9): química, (eco)toxicológica e ecológica (Jensen; Mesman, 
2006). Isto inclui um sistema de níveis hierárquicos, onde quanto maior o nível, 
mais o estudo se aproxima da situação real do local de estudo. No primeiro 
nível, a pesquisa é simples, ampla e genérica. A medida que se avança nos 
níveis, mais específicos e complexos são os ensaios e análises (Tabela 17.9).

Enquanto os resultados da análise química, ou de ensaios ecotoxicológicos, 
podem ser avaliados nos seus respectivos níveis (isto é, LoEs individuais), 
existem problemas específicos no caso dos estudos de monitoramento: em 
primeiro lugar, geralmente não existe um controle apropriado. Uma possível 
solução seria o monitoramento da ocorrência de espécies no local específico, 

Figura 17.9. Representação esquemática 
da Tríade, mostrando o importante papel do 
monitoramento e da natureza integrada dessa 
abordagem. 
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Tabela 17.9. Linhas de evodência e exemplos de ensaios e análises.

Linhas de evidência Exemplos
Análises químicas Concentração dos metais pesados no solo do local.
Ensaios ecotoxicológicos (bioensaios) Ensaios de fuga ou de reprodução.
Estudos ecológicos em campo Monitoramento da composição das comunidades de oligoquetas, índice de maturidade dos 

nematóides ou uma análise da cadeia alimentar. 

em comparação à uma comunidade referência. No entanto, neste caso, deve-
-se conhecer a composição “normal” deste grupo no solo e/ou região. Para 
solos da Europa Central, estas informações são compiladas em bases de dados 
(por exemplo, na Holanda, França e Alemanha), mas, em outras regiões do 
mundo, informações básicas como as da comunidade de oligoquetas, ainda são 
bastante limitadas. No Brasil, o conhecimento sobre a biodiversidade de oligo-
quetas, em especial as minhocas, tem aumentado significativamente (Brown et 
al., 2013). Diretrizes padronizadas para a amostragem de oligoquetas e outros 
importantes grupos de invertebrados do solo (ISO, 2006a, 2006b; 2007a, 
2007b) que facilitam esses monitoramentos já estão disponíveis. Combinando 
as três LoEs com as ferramentas elaboradas da avaliação integrada, a Tríade é 
a abordagem mais apropriada para uma avaliação de risco abrangente de áreas 
específicas.

17.5 Método funcional adequado para todos os 
níveis de ensaio (especialmente para aqueles em 
níveis hierárquicos superiores – higher tiers)

Os ensaios ecotoxicológicos são usados para obter informações sobre os efeitos 
de contaminantes no solo, e são propostos para complementar as análises quí-
micas convencionais. Além dos ensaios com espécies únicas dos grupos de 
organismos importantes (por exemplo, minhocas, enquitreídeos ou colêm-
bolos), ensaios funcionais poderiam ser utilizados para avaliar a atividade e 
resposta de toda a comunidade de organismos do solo, e assim a função de 
habitat do solo. Eles são potencialmente úteis para a avaliação de efeitos de 
compostos químicos sobre o ecossistema terrestre (Paulus et al., 1999; Larink; 
Sommer, 2002; Filzek et al., 2004; Förster et al., 2004; André et al., 2009, 
Niemeyer et al., 2010), bem como para o monitoramento do solo em longo 
prazo (Van Gestel et al., 2003; Gongalsky et al., 2004; Hamel et al., 2007). 
Dados para esses propósitos devem ser obtidos por métodos padronizados, 
uma vez que eles podem servir de base para decisões futuras (por exemplo, 
quando uma dada área deve ser remediada ou não). Na realidade, a ausência de 
métodos padronizados é uma das principais razões pela qual os métodos fun-
cionais têm sido tão raramente utilizados na avaliação de solos contaminados 
ou nas avaliações visando o monitoramento dos solos.   



Figura 17.10. Bait-laminas preenchidos com 
isca antes da exposição no solo. 

O ensaio com bait-laminas é uma abordagem utilizada para medir a atividade 
alimentar de organismos de solo in situ (Von Törne, 1990; Kratz, 1998). Bait-
laminas são pequenas tiras plásticas, perfuradas, com uma mistura de material 
orgânico natural ou artifi cial (= isca) no interior dos orifícios das tiras, as quais 
são inseridas no solo (Figuras 17.10 e 17.11) de maneira a expor o material orgâ-
nico aos organismos do solo (por exemplo, minhocas, Collembola, Diplopoda, 
Enchytraeidae). A fauna de solo é considerada a principal responsável pelo 
consumo do material da isca, enquanto que a microbiota consome <4% do 
material (Helling et al., 1998). Em princípio, o consumo da isca é avaliado 
pela contagem de orifícios vazios após um determinado período de exposição. 
O número de orifícios vazios (isto é, as áreas em que a isca foi removida), bem 
como a distribuição vertical do consumo, são avaliadas e assume-se que isso 
refl ete a atividade alimentar dos animais edáfi cos. Este método está descrito na 
norma ISO 18311 (ISO, 2016).

A maior vantagem do método de bait-lamina é sua simplicidade (Römbke, 
2014). Praticamente nenhum treinamento, técnica especial ou equipamentos 
são necessários. Ao contrário das avaliações de outros parâmetros funcionais, 
tais como a decomposição de matéria orgânica, determinada pelo método 
de sacos contendo serapilheira (litterbags em inglês) (Kula; Römbke, 1998; 
Knacker et al., 2003; OECD 2006) (Figura 17.12), o método bait-lamina não 
perturba o solo, precisa apenas de períodos curtos de exposição (de poucos 
dias a poucas semanas) e é rapidamente avaliado. As condições ambientais 
(por exemplo, clima e umidade do solo) podem vir a infl uenciar fortemente os 
resultados (Kratz; Pieper, 1999), portanto, o método deve ser aplicado, prefe-
rencialmente, para comparar a atividade biológica de parcelas próximas umas 
das outras (por exemplo, áreas contaminadas versus áreas referência). No caso 
de monitoramento de solos com bait-lamina, os valores de referência regionais 
e/ou específi cos ainda precisam ser determinados.

Em regiões de clima temperado, a viabilidade do ensaio com bait-lamina para 
avaliar a infl uência do uso do solo, ou da presença de compostos químicos, 
na atividade alimentar das comunidades do solo já foi demonstrada várias 
vezes (Geissen; Brümmer, 1999, Paulus et al., 1999; Beyaert; Fox, 2008). Esse 
método tem sido cada vez mais utilizado nos trópicos (Geissen et al., 2001; 
Garcia, 2004; Römbke et al., 2006a, Niemeyer et al., 2010, 2018; Podgaiski et 
al., 2011; Musso et al., 2014; Silva et al., 2016).

Como complemento às medidas de respiração microbiana e decomposição da 
serapilheira do solo, a atividade alimentar é considerada importante por ser 
um dos vários parâmetros aplicáveis na avaliação do estado biológico do solo 
(Environment Agency, 2003; Bispo et al., 2009). O ensaio com bait-lamina 
foi utilizado com sucesso em dois estudos de caso nos quais foi realizada uma 
avaliação de risco ambiental de solos contaminados (Jensen; Mesman, 2006; 
Römbke et al., 2006b). Como resultado desses trabalhos, os autores recomen-
daram incluir o ensaio com bait-lamina no conjunto de ferramentas de ava-
liação de áreas com risco específi co, em particular nas abordagens em Tríade. 
Além disso, tanto no contexto do Programa Europeu de Monitoramento de 
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Figura 17.11. Bait-laminas inseridas no solo 
de um sistema de integração lavoura-pecuá-
ria-fl oresta no Cerrado. A imagem também 
mostra uma faca utilizada para facilitar a aber-
tura das fendas em solos de difícil penetração. 
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Figura 17.12. Bait-laminas e litterbag expostas ao 
TME no Laboratório de Ecologia do Solo, Udesc/CAV. 

Solos, quanto para os membros do EU Working Group, 
o método foi recomendado para esse propósito (Bispo et 
al., 2009) e tem sido utilizado em conjunto com outros 
indicadores (Stone et al., 2016). No Brasil, Niemeyer et al. 
(2007) também incluiu esse método na avaliação de risco 
ecológico em área contaminada por metais.  Finalmente, 
também foi proposto o uso desse método como um parâ-
metro adicional em ensaios crônicos de longa duração 
em laboratório, em particular no ensaio de rerprodução 
de minhocas. O bait-lamina e/ou litter-bag podem ser 
usados em associação com experimentos de TME, como 
aquele realizado pelo Laboratório de Ecologia do Solo da 
UDESC/ CAV e Udesc/CEO (Figura 17.12).
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Elaboração de relatórios sobre ensaios 
com oligoquetas

Cristina Lúcia Silveira Sisinno

Segundo a Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), um relatório 
técnico e/ou científico é um documento que descreve formalmente os resul-
tados ou progressos de pesquisa técnica e/ou científica (ABNT, 2015).

O relatório técnico-científico apresenta, sistematicamente, informações sufi-
cientes para um leitor qualificado, indicando conclusões e, muitas vezes 
também, recomendações. É estabelecido em função e sob a responsabilidade 
de uma instituição ou pessoa a quem será submetido.

O grau de sigilo atribuído a um relatório técnico-científico tem como base a 
natureza de seu conteúdo, tendo em vista a conveniência de limitar sua divul-
gação (por exemplo, reservado, confidencial, etc.).

Um relatório completo inclui os seguintes itens:

1. Informações preliminares ou pré-texto

• Capa (primeira e segunda, isto é, frente e verso).

• Folha de rosto (ou ficha de identificação do relatório).

• Prefácio (apresentação).

• Resumo.

• Lista de símbolos, unidades, abreviaturas, etc.

• Lista de ilustrações.

• Sumário.

2. Texto

• Introdução.

• Desenvolvimento.

• Conclusões e/ou recomendações.

3.  Informações pós-liminares ou pós-texto

• Anexos.

• Agradecimentos.

• Referências bibliográficas.

• Glossário.

• Índice(s).

• Folha de identificação do relatório.
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• Lista de destinatários e forma de acesso ao relatório.

• Terceira e quarta capas.

Quando relatórios de ensaios ecotoxicológicos são elaborados no meio acadê-
mico, sua estrutura muitas vezes precisa obedecer aos critérios da instituição 
de ensino ou pesquisa, atendendo a um modelo padronizado institucionalmente 
que muitas vezes pode incluir itens como ficha catalográfica, dedicatória e epí-
grafe.

Porém, sem a obrigatoriedade de um formato acadêmico, é importante elaborar 
uma estrutura que permita mostrar as informações produzidas de forma clara e 
concisa, a fim de que elas sejam bem assimiladas pelos técnicos das empresas 
que contrataram os serviços e técnicos dos órgãos ambientais, caso os resul-
tados técnicos tenham sido produzidos para atendimento legal.

O laudo técnico é uma forma mais simples de expressão de resultados experi-
mentais e com frequência está resumido em uma única página. Normalmente 
contém o mínimo de informações necessárias, tais como: dados sobre a iden-
tificação da amostra; a referência dos métodos usados; o tipo de ensaio; a 
espécie utilizada; as datas de início e final do ensaio; os resultados do ensaio, 
com descrição do intervalo de confiança e método estatístico utilizado (muitas 
vezes descritos em uma tabela); e as assinaturas dos responsáveis técnicos. 
Normalmente no laudo também há um campo que permite o registro de infor-
mações como qualquer comportamento anormal dos organismos nas condições 
de ensaio; modificações e eventuais ocorrências durante a realização do ensaio. 

O relatório de ensaio pode ser considerado um documento mais completo, 
onde normalmente são encontradas várias informações relacionadas ao estudo. 
Comumente são incluídas também fotos e gráficos, além de tabelas.

Alguns dos itens que podem constituir a estrutura de um relatório técnico com 
ensaios ecotoxicológicos com oligoquetas são os seguintes:

1. Capa

Deve constar o título do relatório com o serviço realizado, o nome da insti-
tuição requisitante do serviço e o nome da instituição executora com o ende-
reço completo, o local de emissão do relatório, a data, e o número de registro 
do relatório.

2. Sumário

Constitui-se na organização da estrutura do relatório com os itens abordados e 
sua paginação.

3. Introdução

Na introdução são citados o tipo de serviço solicitado e o nome do solicitante 
com o seu endereço completo. 

Resumidamente são descritos o método utilizado, o efeito observado, o tipo de 
amostra analisada, o tipo de contaminação (caso seja conhecida) e o objetivo 
do serviço (monitoramento sem obrigação legal; atendimento legal; etc.). 
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Na introdução também podem ser citadas as relações do serviço realizado com 
outros trabalhos, por exemplo, no caso de complementação de dados, de con-
tinuidade das análises (monitoramento).

A introdução não deve repetir ou parafrasear o resumo, nem dar detalhes sobre 
o desenho experimental, o método ou os resultados, nem antecipar as conclu-
sões e as recomendações.

4. Materiais e métodos (dados sobre a amostra, as condições do ensaio e os 
procedimentos realizados)

4.1. Dados sobre a amostra:

É importante identificar a amostra que foi analisada com os seus respectivos 
dados. Deve ser descrito o código com a identificação numérica ou alfa/numé-
rica da amostra enviado pelo requisitante da análise e/ou criado pelo labora-
tório de análise.

No caso de amostras ambientais deve-se descrever:

• O tipo de amostra (solo; resíduo sólido; lodo).

• O local de coleta (área contaminada; indústria do setor metalúrgico; ETE – 
Estação de Tratamento de Esgoto de determinada empresa, etc.).

• O ponto de coleta (no setor de disposição de resíduos; no setor de galvano-
plastia; no fundo da lagoa aerada).

• A profundidade de coleta da amostra.

• A data e hora da coleta.

• O responsável pela coleta (sempre que o laboratório de análise não realizar 
a coleta, é importante solicitar ao responsável pela coleta o preenchimento 
e envio de uma Cadeia de Custódia, cujos dados serão confirmados entre 
ambas as partes).

• Tipo de preservação (se houver).

• Caracterização da amostra: textura (percentual de areia, silte e argila); pH; 
percentual de carbono orgânico, capacidade de retenção de água e capaci-
dade de troca catiônica.

• Identificação do tipo de contaminação (caso seja conhecida, por exemplo, 
metais, substâncias orgânicas, etc.) e estimativa de tempo da contaminação 
da amostra.

No caso de substâncias químicas, deve-se descrever:

• O nome.

• O nome comercial.

• A formulação.

• O número do lote.

• A origem.
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• O estado físico.

• Suas propriedades físicas e químicas e outras informações de interesse toxi-
cológico.

Outros dados gerais aplicados a amostras ambientais ou substâncias químicas 
são a identificação do tipo de recipiente de acondicionamento e volume apro-
ximado, além da data de recebimento da amostra no laboratório.

 4.2. Análises realizadas

Deve-se citar, inicialmente, a referência completa do método (procedimentos 
e instruções técnicas internas; métodos nacionalmente e internacionalmente 
reconhecidos) e as datas de início e final do ensaio (período do ensaio).

O tipo de pré-tratamento (se houver, no caso de amostras ambientais), o método 
de aplicação (no caso de substância química aplicada ao substrato testado), o 
método de preparação das amostras e do solo controle (natural ou artificial) 
devem ser descritos.

Análises complementares que são realizadas antes do ensaio ecotoxicológico 
propriamente dito podem ser descritas, tais como: procedimentos para a deter-
minação da capacidade de retenção de água, de pH e de granulometria.

Também devem ser citadas as condições de realização do ensaio (período, 
luminosidade, temperatura, número de organismos utilizados, etc.) e a des-
crição da espécie utilizada, com informações sobre a idade, o peso, as condi-
ções de cultivo, o tipo de alimento fornecido e a fonte de aquisição (cultivo 
próprio ou aquisição por terceiros).

O método e as modificações realizadas do método (por exemplo, quantidade 
de organismos e condições de temperatura diferentes das citadas no método) 
devem ser descritos. Descrever também as condições em que foram realizados 
ensaios em paralelo (caso houver).

Normalmente, também são registradas informações sobre qualquer compor-
tamento anormal dos organismos nas condições de ensaio e modificações e 
eventuais ocorrências durante a realização do ensaio.

5. Resultados e discussão

Devem ser descritos os resultados para cada recipiente (replicata), cada con-
centração testada e para o controle, com inclusão dos valores de média, desvio-
-padrão, intervalo de confiança e método estatístico utilizado. O resultado da 
mortalidade dos organismos no controle deve indicar o critério de validação 
do ensaio.

No caso do ensaio de comportamento de fuga com minhocas deve-se relatar 
a letalidade dos adultos, além da avaliação com respeito à função de habitat 
limitada ou não, calculada estatisticamente.

No caso de ensaios onde o endpoint é o efeito na reprodução, devem ser rela-
tados: a letalidade dos adultos; a massa dos organismos adultos vivos no início 
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do ensaio e ao final de 4 semanas (ensaio com minhocas); o número de juvenis 
ao final do ensaio.

Na discussão é realizada a análise resultados obtidos.

6. Conclusões e/ou recomendações

As conclusões devem estar descritas, de forma clara e ordenada e referem-
-se às considerações obtidas sobre os resultados do trabalho, ou levantadas ao 
longo da discussão do assunto. Dados quantitativos não devem aparecer nas 
conclusões.

As recomendações são declarações concisas de ações, julgadas necessárias a 
partir das conclusões obtidas, a serem usadas no futuro.

7. Referências bibliográficas

• Citar a fonte completa do método utilizado.

• Citar outras referências bibliográficas pertinentes.

8. Responsabilidade Técnica

Os laudos e relatórios precisam ser assinados pelo Responsável Técnico pelo 
serviço executado na empresa. Esse responsável deve estar registrado no seu 
respectivo Conselho de Classe Profissional (como profissional e como respon-
sável técnico).

Além da assinatura devem estar citados o nome completo, a graduação, a titu-
lação ou cargo e o número de registro profissional dos responsáveis pela aná-
lise.

9. Outras informações 

Tanto os laudos como os relatórios precisam ter um número de registro rastre-
ável, incluindo também as seguintes informações: data de emissão, número de 
revisão e número de páginas (inicial e final).

Alguns laboratórios possuem textos próprios, que são inseridos nos laudos/
relatórios, onde estão descritas informações sobre a confidencialidade dos 
resultados; restrição dos resultados apenas à amostra analisada; política de 
reprodução dos relatórios e outras ferramentas relacionadas à segurança dos 
dados produzidos.

Nos anexos dos relatórios técnicos também podem ser encaminhadas cópias de 
certificados de qualidade, como por exemplo, o certificado de Acreditação na 
ISO/IEC 17025 e o de reconhecimento pelo Instituto Nacional de Metrologia, 
Qualidade e Tecnologia (Inmetro) em Boas Práticas de Laboratório (BPL). 
Cópias da Cadeia de Custódia e do Formulário de Recebimento da Amostra, 
preenchidos e assinados muitas vezes são encaminhados como anexo. 

A Cadeia de Custódia registra o caminho da amostra desde a coleta até o 
momento da análise, indicando os responsáveis neste trâmite. Normalmente 
é elaborada na forma de uma ficha, onde são registrados todos os dados refe-
rentes a coleta, tipo de amostras coletadas e análises solicitadas. A Cadeia de 
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Custódia será assinada e datada no momento da coleta pelo responsável por 
essa operação. Ao ser enviada para análise, a troca de custódia da amostra será 
registrada, com a assinatura do novo responsável pela custódia das amostras 
(Companhia Ambiental do Estado de São Paulo, 1999).

No Formulário de Recebimento da Amostra são registradas informações como: 
integridade do recipiente de acondicionamento da amostra, quantidade sufi-
ciente de amostra, preservação adequada ou não, recebimento dentro do tempo 
de validade da análise, etc.
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