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RESUMO

SIMOES, Bruna Faria. Ensaios ecotoxicoldgicos como auxilio na determinacéo de valores
orientadores para cobre e chumbo 2015. 49f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia,
Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

A contaminagdo de solos por metais pesados requer que haja medidas compensatorias e de
prevencdo. O CONAMA (2009) estabeleceu valores orientadores que determinam as
concentracOes de substancias do solo que ndo causam alteracdo nas funcdes basicas exercida
pelo solo. Um dos instrumentos que pode auxiliar na determinacdo desses valores sdo 0s
ensaios ecotoxicologicos. Este estudo verificou as concentragdes de chumbo e cobre que
causam alteragdo no desenvolvimento da Eisenia andrei e no Folsomia candida e comparou
os resultados obtidos com os valores propostos pelo CONAMA (2009). Foram utilizados trés
solos de diferentes caracteristicas fisicas e quimicas enontrados no Estado do Rio de Janeiro.
Os metais Cobre e Chumbo foram adicionados ao solo em diferentes concentragdes. Foram
feitos ensaios de fuga, letalidade e reproducdo para Eisenia andrei e reproducéo e letalidade
para Folsomia candida. No ensaio de cobre com Eisenia andrei foi encontrado valor de CEsg
para Planossolo e Argissolo de 28 e 61 mg.kg™, respectivamente, para Latossolo ndo foi
possivel calcular. Também foi obtido para o0 mesmo metal uma CLs, para Planossolo,
Latossolo e Argissolo de 435, 690 e 691 mg.kg™, respectivamente. No ensaio com chumbo,
utilizando E. andrei, uma CEs, para Planossolo e Argissolo de 14 e 54 mg.kg™,
respectivamente, ndo sendo possivel calcular esse valor para Latossolo. Foi calculado uma
CLso, com 0 mesmo metal, para Planossolo, Latossolo e Argissolo de 437, 1825, 1869 mg.kg
' respectivamente. Diferentemente o Folsomia candida apresentou para o cobre no
Planossolo, Latossolo e Argissolo CEsy 117, 299, 138, mg.kg™ , respectivamente. Nos ensaios
com chumbo para o Folsomia candida, foi encontrado uma CEsy 552 e 782 mg.kg™ para
Planossolo e Argissolo respectivamente. Ndo foi possivel calcular os resultados para o
Latossolo. No Planossolo contaminado com chumbo a Folsomia candida teve uma CLsy 762
mg.kg™, nos outros solos n&o foi possivel calcular esse valor. Em cada solo foi obtido um
valor de CEsy diferente. A Eisenia andrei foi mais sensivel aos metais que o Folsomia
candida. A sensibilidade dos organismos a contaminagdo foi maior no Planossolo,
apresentando valores de CEsy € CLsy mais baixos em todos os ensaios. As concentracdes de
metais que causam alteragdo na fauna do solo diferem das concentragdes sugeridas pelo
CONAMA (2009).

Palavras-chave: Folsomia candida. Eisenia Andrei. CLsp. Contaminacdo do Solo.
Ecotoxicologia.



ABSTRACT

SIMOES, Bruna Faria. Assay as ecotoxicological aid in the determination of guiding
values for copper and lead, 2015. 49p. Dissertacdo ((Master Degree in Agronomy, Soil
Science)). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

The heavy metal contamination of soils requires compensatory and preventive measures.
CONAMA (2009) established soil screen levels (valor’s guides) which determine the soil
concentrations of substances that causes no change in its function. One of the tools that can
help in determining these values are the ecotoxicological tests. This study tested metal
concentrations that cause change in Eisenia andrei and Folsomia candida and compared the
results with the values proposed by CONAMA (2009). It was used three soils of different
physical and chemical characteristics located on the state of Rio de Janeiro. The copper and
lead were added in soils at different concentrations. Were made Avoidance tests, mortality
and reproduction to Eisenia andrei and reproduction and mortality for Folsomia candida. To
Eisenia andrei was found for Planossolo and Argissolo an ECs, value 28 and 61 mg.kg™,
respectively, Latossolo could not be calculated. For same metal it got for Planossolo,
Latossolo and Argissolo LCs 435, 690 and 691 mg.kg™, respectively. To lead it was found
for Planossolo and Argissolo an ECsq 14 and 54 mg.kg™, respectively, it was not possible to
calculate for Latossolo, and LCs for Planossolo, Latossolo and Argissolo of 437, 1825, 1869
mg.kg?, respectively. Unlike the Folsomia candida presented an ECs, for copper in
Planossolo, Latossolo and Argissolo of 117, 299, 138, mg.kg™, respectively. In tests with lead
for Folsomia candida, was found an ECs, of 552, 782 mg.kg™ for Planossolo and Argissolo
respectively. Could not calculate the results for the Latossolo. In Planossolo contaminated by
lead Folsomia candida had a LCs, 762 mg.kg™, the other soils could not be calculated. Each
soil was obtained a different ECsg value. The Eisenia Andrei was more sensitive to the metal
than Folsomia candida. The Planossolo was the most restrictive soil to contamination, with
ECso and LCs, values lower in all tests. The concentrations of metals that cause changes in
soil fauna are different from concentrations suggested by CONAMA (2009).

Key words: Eisenia Andrei. Folsomia candida. LCsy. Soil contamination. Ecotoxicology.
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1. INTRODUCAO

A contaminacdo dos solos é um problema que atinge a sociedade, podendo causar
danos a fauna e a flora, aléem de oferecer riscos a satde humana. A fauna do solo ¢é afetada
diretamente quando ha contaminacdo do mesmo, podendo até ser extinta de acordo com o
grau de septicemia. Diante de possiveis danos a fauna do solo é necessario que se estabelecam
medidas de prevencédo a contaminacdo do solo e também medidas compensatdrias.

Os metais pesados se dispostos inadequadamente podem ser um dos fatores de
contaminacdo do solo. A maioria dos metais pesados sdo considerados tOxicos aos seres
Vivos, mesmo que em baixas concentragdes, dentre estes metais podem-se destacar o cobre e
0 chumbo.

No relatério de areas contaminadas realizado pela CETESB (2011), a contaminagédo
por metais pesados ocupou a quarta posicdo do ranking entre as areas contaminadas de Sao
Paulo, sendo uma das principais fontes de contaminagdo do solo. Em geral, a contaminacao
estd associada aos produtos e residuos provenientes das exploragbes de minas, industrias,
pesticidas, fungicidas, fertilizantes, lodo de esgoto, combustiveis e outros.

A legislacdo brasileira estabelece valores orientadores de substancias quimicas,
determinados pela Resolucdo CONAMA 420 (2009). Tais valores determinam os limites de
concentracdes de substancias no solo, que ndo causam alteraces em suas funcgdes. Os valores
foram definidos a partir de analises quimicas, de fitoxicidade e calculos matematicos. Neste
caso, ndo foram utilizados ensaios com espécies representantes da fauna do solo para seu
estabelecimento, porém consta na legislacdo que testes ecotoxicologicos podem ser utilizados
como instrumento de avaliagao.

Os testes ecotoxicoldgicos avaliam as interagfes das substancias quimicas com 0s
ambientes e 0s organismos, sendo observados os danos que podem alterar seu ciclo de vida.
Esses testes podem ser comportamentais, como de fuga, ou relacionados ao ciclo de vida,
como de letalidade e reproducdo. Podendo ser utilizados como instrumentos para
determinacdo de valores orientadores, pois determinam as concentraces de substancias que
podem causar danos a fauna do solo. Para isto, é necessario que organismos bioindicadores de
diferentes niveis tréficos sejam utilizados. Deve-se considerar o nicho ecoldgico e seu
funcionamento na comunidade do solo.

E utilizado como padréo, nestes testes, o solo artificial, proposto pela OECD e outros
Orgdos, para testar as substancias no solo, porém, o mesmo ndo reflete as condicdes reais,
havendo outros fatores no solo natural, que podem influenciar na disponibilidade das
substancias, principalmente quando se trata de metais pesados, portanto, é necessario que se
faca avaliacdo de substancias em diferentes tipos de solos naturais, pois seu comportamento
pode variar diante do substrato em que seré exposto.

O objetivo deste trabalho foi verificar qual a concentracdo de Cobre e Chumbo pode
comprometer o ciclo de vida da Eisenia andrei (Oligochaeta) e Folsomia candida
(Collembola) em trés solos com diferentes caracteristicas fisicas e quimicas, localizados no
Estado do Rio de Janeiro. Também buscou-se comparar nos testes bioldgicos se 0s mesmos
estdo de acordo com os valores orientadores, determinados na legislacdo, a partir, de analises
quimicas e modelos matematicos. Além de reforcar a importancia dos testes ecotoxicoldgicos
na construcdo das legislacGes ambientais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Metais Pesados

A presenca de metais pesados no solo pode ser de origem natural ou de origem
antrépica. Os processos naturais que contribuem para a presenca de metais pesados no solo
sdo a priori, resultantes do padrdo de intemperismo em combinacdo com a composi¢do do
material de origem das rochas, enquanto as fontes antropogénicas estdo associadas a
principalmente a mineracao, aplicacdo de defensivos agricolas e fertilizantes, lodos de esgotos
urbanos e/ ou industriais, queima de combustiveis fosseis, aguas residuérias, residuos
industriais de beneficiamento quimico (KABATA; PENDIAS, 2001). Alguns solos podem ter
naturalmente maior teor de determinado metal pesado que outros. Em geral, os solos
derivados de basalto, granito e siltito, tendem a ter nesta mesma ordem, uma sequéncia
decrescente de contetdo dos metais pesados, com variacfes conforme a localizagdo
geografica. O basalto e o siltito ttm a mesma tendéncia as variacdes do conteudo de 6xidos de
ferro do solo (SPOSITO, 2008).

Os metais pesados podem estar presentes no solo em diversas formas: sollveis;
trocaveis; precipitados; adsorvidos especificamente; retido em material organico; oclusos nos
oxidos (SPOSITO, 2008). Os metais da fase soltvel encontram-se na forma de ions livres ou
associados a moléculas organicas sollveis. As espécies trocaveis encontram-se ligadas aos
coloides do solo por forcas eletrostaticas. Também podem ainda formar precipitados com
carbonatos, sulfetos, fosfatos e hidroxidos. Os ions adsorvidos especificamente encontram-se
ligados aos coloides minerais e orgénicos por meio de ligacfes covalentes e ibnicas, que sdo
muito dificeis de serem desfeitas. Os metais oclusos em o0xidos de Fe, Al e Mn fazem parte da
estrutura cristalina dos minerais (AMARAL SOBRINHO et al. 2009). Na avaliagdo da
disposi¢do dos metais pesados no solo é de fundamental importancia o entendimento do
comportamento e interacOes desses elementos no solo com seus constituintes, sua mobilizagdo
e sua estabilidade frente a mudancas fisico-quimicas como: variagdes de pH;
oxidagéo/reducdo, adsorcao e agdo microbiana (SHEPPARD; THIBAULT, 1992).

As caracteristicas do solo que mais influenciam na especiacdo do metal sdo: as fases
de adsorcdo (argila, matéria orgénica, e oxihidroxidos), quantidade de sitios de sorcédo
disponiveis, que esta relacionado com a capacidade de troca de cations (CTC), e pH
(JASSEN, 1997; LOCK, 2000). Esses fatores influenciam na disponibilidade dos metais no
solo, variando de acordo com o tipo de solo. A disponibilidade de metais no solo influencia na
absorcéo de metais pelos organismos.

Segundo relatério da CETESB (2011) sobreareas contaminadas do estado de S&o
Paulo, a contaminacédo de solos por metais pesados aparece em quarto lugar entre as principais
razdes de contaminacgdo de areas da cidade, perdendo apenas pela contaminacgdo de derivados
de petroleo, contabilizando 543 &reas no Estado. Dentre os diversos poluentes que um solo
pode armazenar, 0s metais pesados se destacam pelo fato de serem bastante estaveis na
natureza, portanto passiveis de serem acumulados no solo e em sistemas biol6gicos ao longo
do tempo (AMARAL SOBRINHO et al., 2009).

Alguns metais pesados sdo considerados essenciais ao metabolismo, outros néo
desempenham qualquer funcdo do organismo, porém mesmo 0s essenciais, acima de certa
concentracdo, podem ser considerados toxicos ao organismo (MATTIAZZO-PREZOTO,
1994). Neste trabalho serdo abordados os metais cobre (que € essencial a muitos organismos)
e chumbo (que ndo desempenha fungdo conhecida no organismo).



2.3. Cobre

O Cobre ¢é abundante na natureza na forma de sulfetos, arsenitos, cloretos e carbonatos
(CETESB, 2012b). As principais fontes antropogénicas do cobre sdo: mineragéo, fundicdo,
gueima de carvao como fonte de energia e incineracdo de residuos. As emissdes por uso como
agente antiaderente em pinturas, excrecdo de animais e lancamento de esgotos sdo menos
relevantes (WHO, 2004). Também ocorre por aplicacdo de fertilizantes e defensivos agricolas
(CHAVES et al., 2009; MARTINS, 2005).

No solo o cobre é adsorvido fortemente aos materiais de argila, em uma forma
dependente do pH, a adsorcdo é aumentada pela presenca de materiais organicos em
particulas. fons de cobre dissolvidos no solo sio removidos da solugio por adsorcio nas
superficies das argilas e solidos organicos, ou por precipitacdo (BARCELOUX, 1999;
LANDNER; LINDESTROM, 1999). As concentra¢Ges de cobre na agua potavel geralmente
aumentam especialmente em sistemas de agua com um pH &cido ou alto teores de carbonatos
(EPA EUA, 1995). O cobre pode ser absorvido por organismo se estiver livre na solucdo do
solo.

O cobre é essencial aos organismos em doses pequenas. Nos humanos o cobre é
necessario para o0 bom funcionamento de muitos sistemas de enzimas importantes. Os Estados
Unidos da América e o Canada estabeleceram recentemente uma ingestdo diaria recomendada
para adultos de 900 pg dia™ de cobre (WHO, 2004). Porém, em geral, as ingestées dietéticas
de cobre para adultos variam de 1 a 3 mg dia™ (IOM, 2001).

Apesar de ser essencial ao ser humano, ingestdes cronicas ou agudas, acima do valor
recomendado podem causar problemas de saude. A ingestdo de sais de cobre pode causar
vomito, letargia, anemia hemolitica aguda, dano renal e hepatico e, em alguns casos, morte.
As criangas sdo mais sensiveis aos efeitos da exposicdo ao cobre. A exposi¢cdo prolongada a
concentracOes elevadas do metal em alimentos ou agua pode causar dano ao figado de
criancas. Trabalhadores expostos a fumos e poeiras de cobre podem apresentar irritacdo no
nariz, boca e olhos, cefaleia, nausea, vertigem e diarreia (CETESB, 2012b; WHO, 2004).

O cobre ¢é excretado do corpo pela bile, fezes, suor, cabelo, menstruacdo e urina
(LUZA; SPEISKY, 1996; COX, 1999). Nos seres humanos normais, menos de 3% da
ingestdo diaria de cobre é excretado na urina (LUZA; SPEISKY, 1996).

2.4. Chumbo

O chumbo é pouco abundante na crosta terrestre, ocorre em varios minerais, sendo o
principal a galena (PbS), também se apresenta na forma de carbonato e sulfato de chumbo
(CETESB, 2012a).

O chumbo metalico é empregado em industrias quimicas e de construcdo, como
ingrediente em soldas, laminas de protecdo contra raios X, material de revestimento na
industria automotiva, revestimento de cabos e esta presente em varias ligas. Os éxidos de
chumbo sdo usados em placas de baterias elétricas e acumuladores, vitrificados, esmaltes,
componentes para borracha. Os sais de chumbo formam a base de tintas e pigmentos. Cerca
de 40% do chumbo é usado como metal, 25% em ligas e 35% em compostos quimicos. O
chumbo na forma organica, principalmente o Tetra-ethyl-chumbo, que foi utilizado na
gasolina, & extremamente perigoso, sendo mais perigoso do que a forma inorganica
(CETESB, 2012a). No caso de contaminagdo aguda de chumbo, podem ocorrer as seguintes
reacdes: apatia; agitacdo; irritabilidade; falta de capacidade de concentracdo; dores de cabeca;
tremores musculares; colicas abdominais; dano renal; alucinaces; perda de memoria;
encefalopatia. Essas reacées ocorrem em niveis de chumbo no sangue de 100-120 pgdl™ em
adultos e 80-100 ug dI™ em criangas. Em muitos casos, criancas que sobrevivem a uma
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intoxicagdo aguda por chumbo passam a ter déficit na sua funcdo de desenvolvimento
neurolégico (WHO, 2011).

As concentracfes de metais aceitaveis para ingestdo diaria foram definidas apos
pesquisas e testes. Os resultados influenciaram na determinacdo de valores orientadores que
serd visto a seguir.

2.5. Breve Historico sobre a Determinacdo dos Valores Orientadores

A primeira legislacédo feita de acordo com a preocupacdo da qualidade do solo foi a
Lista Holandesa ou Lista ABC, que determina o valor de substancias no solo na Holanda, em
1983. Este pais foi o primeiro a formalizar um programa nacional para avaliacdo de
contaminacdo e estabelecimento de niveis de intervencdo, considerando para o solo sua
multifuncionalidade, ou seja, considerando as funcbes de agricultura, ecologia, transporte,
suprimento de agua potavel e outras.

Em 1994 o Ministério da Habitacdo, Planejamento e Meio Ambiente da Holanda -
VROM publicou, Lei de Protecdo de Solo, uma proposta de novos valores de orientacgéo,
derivados com base em alguns conhecimentos (VROM,1994). Estes novos valores foram
denominados STI (“Streefwaarde”-referéncia, “Toetsingswaarde-alerta e
“Interventiewaarde”-intervencdo), estabelecendo trés niveis de qualidade para os solos e as
aguas subterraneas.

Para precisdo desses valores, foi utilizado o modelo C-Soil. A aplicacdo desse modelo
matematico onde foi avaliado o risco, desenvolveu-se pelo Instituto Nacional de Saude
Humana e Meio Ambiente da Holanda (RIVM), pode-se predizer, a partir de uma
concentracdo inicial existente no solo, as concentragfes do contaminante nos outros
compartimentos do solo (solucdo do solo e ar do solo). A metodologia holandesa adota o
critério da multifuncionalidade do solo, onde, além do risco a saude humana, considera-se
também o risco ambiental. A derivacdo de valores de intervencdo é baseada em toxicologia
humana e em critérios ecotoxicoldgicos, geralmente obtidos através de testes com minhocas,
peixes e outros organismos. A base da derivacdo dos valores ecotoxicologicos é o CLsg. Por
fim, para estabelecer valores h&a uma integracdo dos valores determinados com base em testes
toxicoldgicos e ecotoxicoldgicos, adotando-se geralmente, o menor valor entre 0s dois
(CETESB, 2001).

Nos Estados Unidos da América, a agéncia de protecdo Ambiental dos Estados
Unidos, EPA (Environmental Protection Agency), lancou em 1993 a “Soil Screen Levels”
(SSL’s), onde apresentou, para 30 substancias, os valores genéricos para solos, derivados a
partir de modelos padronizados de exposi¢cdo humana. Em 1994 a EPA apresentou o “Soil
Screening Framework”, um procedimento de avaliagio da contaminag¢do dos solos,
podendo-se calcular o risco de contaminagdo dos solos. O célculo do SSL de um contaminante
no solo baseia-se no risco maximo aceitavel. A EPA (1996) apresentou um relatério final,
com uma lista de valores genéricos revisada e ampliada para 110 substancias.

Com o objetivo de promover a gestdo e regulacdo adequada, em 1994, a Unido
Europeia estabeleceu uma lista de residuos (EUROPEAN COMUNITY, 1993) expondo
residuos perigosos (EUROPEAN COMUNITY, 1994). A implementacdo destas listas foi
obrigatoria para os Estados-Membros europeus em janeiro de 2002 (NATAL-DA-LUZ,
2011a). Os valores de intervencdo sdo, em geral, derivados com base nos riscos a salude
humana, no critério de uso e ocupacao do solo. Em alguns paises como, Alemanha, Holanda e
Inglaterra, sdo considerados também os riscos ecotoxicolégicos. No Canadéa e na Inglaterra, o
nivel de remediacédo é definido diretamente por uma avaliagdo de risco caso a caso (CETESB,
2001).



No Brasil a determinagdo de valores de orientadores para substancias no solo
iniciou-se em 1997 com o primeiro relatério da CETESB com o objetivo de estabelecer os
valores de Prevencédo e Investigacdo. Para determinacdo dos valores, a CETESB baseou-se
nos valores estabelecidos pela Lista Holandesa, com dados relacionados a toxicologia
humana, ndo foram considerados testes ecotoxicolégicos, assim como foi feito nos Estados
Unidos da América. Para estabelecer esses valores a CETESB fez o levantamento dos valores
naturais de metais em alguns solos do estado de S&o Paulo, evidenciando a partir da avaliacdo
de risco C-Soil (RIVM) e ensaios fitotoxicos. Em 2005, foi lancada a Lista de Valores
Orientadores da CETESB (CETESB, 2005). Em 2009, o CONAMA, supremo 6rgao
ambiental brasileiro, incorporou os valores apresentados pela CETESB na resolugéo 420, e
determinou que cada estado estabelecesse seus valores de referéncia de qualidade. Os
métodos ecotoxicolégicos ndo foram utilizados, na precisdo dos valores de prevencdo no
Brasil, porém, consta na proposta final do relatorio, a incorporagdo de teste ecotoxicoldgicos
para futuras analises.

2.6. Valores Orientadores

Perante a necessidade de implementacdo de normas técnicas no Brasil, em 2009 o
CONAMA instituiu a resolucéo 420/2009 que “ dispde sobre critérios e valores orientadores
de qualidade do solo quanto a presenca de substancias quimicas e estabelece diretrizes para o
gerenciamento ambiental de areas contaminadas por essas substancias em decorréncia de
atividades antropicas. ”. Nesta resolugdo foram estabelecidos os valores orientadores para
substancias no solo. O Art. 22 da resolucéo 420 estabelece alguns objetivos do gerenciamento
de areas contaminadas como, eliminar o perigo ou reduzir o risco a saude humana; eliminar
ou minimizar os riscos ao meio ambiente, possibilitar o uso declarado ou futuro da éarea,
observando o planejamento de uso e ocupacdo do solo, entre outros. Para cumprimento dos
objetivos, determinou-se as seguintes definicdes:

Valores Orientadores: sdo concentracdes de substancias quimicas que fornecem
orientacdo sobre a qualidade e as alteracGes do solo e da agua subterrénea;

Valor de Referéncia de Qualidade-VRQ: € a concentracdo de determinada substancia
que define a qualidade natural do solo, sendo determinado com base em interpretacdo
estatistica de andlises fisico-quimicas de amostras de diversos tipos de solos;

Valor de Prevencao-VP: € a concentragdo de valor limite de determinada substancia no
solo, tal que ele seja capaz de sustentar as suas fungdes principais de acordo com o art. 30.

Valor de Investigacdo-VI: € a concentracdo de determinada substancia no solo ou na
agua subterranea, acima da qual existem riscos potenciais, diretos ou indiretos, a saude
humana, considerando um cendrio de exposic¢ao padronizado

Em conformidade com o Valor de Referéncia de Qualidade o CONAMA indica a
necessidade de cada Estado identificar um conjunto de solos representativos de sua
diversidade, baseando-se no material de origem (litologia), relevo e clima, estipulando o prazo
de quatro anos a partir da data de publicacdo da resolucdo como o prazo limite para que 0s
6rgdos ambientais de cada Estado estabelecam seus valores orientadores (CONAMA, 2009).
A resolucdo possui um anexo com o valor referente a cada substancia listada.



2.7. Avaliacao Ecotoxicologica

A avaliacdo do impacto de substancias, ou residuos, sobre a qualidade dos solos pode
ser realizada pela aplicacdo de ensaios padronizados, desenhados especificamente para avaliar
variaveis bioldgicas sensiveis aos contaminantes, 0s ensaios ecotoxicologicos. O termo
Ecotoxicologia, foi descrito por René Truhaut em 1969, como ramo da toxicologia
preocupado com os efeitos e destinos das substancias quimicas, naturais ou sintéticas, sobre
0s organismos de um dado sistema (TRUHAUT, 1977Erro! Indicador ndo definido.).

A ecotoxicologia pesquisa, a curto e longo prazo, caminhos e intera¢6es de substancias
toxicas e misturas quimicas no meio ambiente, com énfase na sua biodisponibilidade,
circulacdo e assimilacdo nos organismos, bem como respostas bioldgicas desses organismos,
mecanismos de danos (desregulacdo enddcrina, genotoxicidade); destino de substancias
toxicas na cadeia alimentar, incluindo exposicdes em seres humanos (ECOTOXICOLOGY
AND ENVIRONMENTAL SAFETY, 2012). A ecotoxicologia requer uma compreensdo da
teoria e principios ecoldgicos, bem como uma compreensdo de como 0s produtos quimicos
podem afetar individuos, popula¢Bes, comunidades e ecossistemas (KENDALL; LACHER,
1994; HOFFMAN et al,1995).

A toxicidade dos residuos pode ser estimada por meio de analises quimicas e
abordagens biologicas. No primeiro caso, as analises quimicas sdo realizadas e os resultados
sdo comparados com valores de limiar para as substancias identificadas, previamente
estudadas e valores estabelecidos por ensaios. No segundo caso de toxicidade é medida
diretamente por meio de testes bioldgicos (NATAL-DA-LUZ, 2011a). A ultima abordagem é
geralmente considerada como melhor método para avaliar a toxicidade potencial devido ao
carater integrativo de bioensaios, que inclui ndo s6 as possiveis interacdes entre produtos
quimicos, mas também integra o efeito de contaminantes que ndo sdo considerados ou
detectados por andlises quimicas (THOMAS et al., 1986). Enquanto as analises quimicas
identificam e quantificam as concentracGes das substancias toxicas, os testes de toxicidade
avaliam o efeito dessas substancias sobre sistemas biologicos, de forma que as analises
quimicas e os testes de toxicidade se complementam (COSTA et al., 2008). A avaliacdo da
toxicidade de uma substancia ndo deve ser feita apenas pelo método quimico, é de suma
importancia que sejam inclusos testes bioldgicos. A utilizacdo de ensaio ecotoxicologicos,
para avaliacdo de contaminacdo dos solos é internacionalmente reconhecida como uma
ferramenta complementar a analise quimica (CROUA; MOIA, 2006). Dessa forma os ensaios
podem indicar, uma resposta mais precisa da toxicidade dos contaminantes presentes nas
amostras para organismos Vvivos, que apenas a analise quimica de cada composto ndo pode
avaliar (R1ZZ0O, 2004).

A implementacdo de testes ecotoxicoldgicos para os valores de qualidade do solo, foi
iniciada pela Lista Holandesa na Europa. A ampla aplicacdo de testes ecotoxicolégicos na
avaliacdo da toxicidade residual, fortaleceu-se apds a publicacdo da Diretiva Europeia
91/689/EEC (EUROPEAN COMMUNITY, 1991), que incluiu a propriedade
“Ecotoxicologica” como um dos 14 critérios avaliados na caracterizagdo de residuos dispostos
no meio ambiente. No Brasil, na avaliacéo inicial para determinacdo dos valores orientadores
essa técnica ndo foi incluida na determinacdo dos niveis de contaminacdo. A ABNT possuli
normas estabelecidas para organismos aquaticos. Para os testes com organismos do solo as
normas sdo recentes, porém ndo foram estabelecidos todos os testes que constam em outras
legislagdes internacionais e que sdo amplamente utilizados no meio académico.

Em geral, nos ensaios de toxicidade utiliza-se um solo artificial como substrato para
adicdo das substancias toxicas, a fim de eliminar possiveis interferéncias externas. Esse solo
artificial propde uma padronizagéo do teste e tem por objetivo avaliar a toxicidade intrinseca
da substéncia sob avaliacdo. No entanto, o solo artificial ndo apresenta as reais condi¢cdes do
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comportamento de substancias nos diferentes solos naturais. E importante fazer a adaptacio
dos métodos para a complementacdo da avaliacdo de areas contaminadas a respeito da
substituicdo do substrato artificial pelas amostras de solo trazidas de &reas naturais, avaliando
possiveis interferentes nos resultados, bem como a escolha dos organismos-teste para
amostras com determinadas caracteristicas (SISINNO et al., 2006; VAN GESTEL; WEEKS,
2004).

A partir da revisao realizada por Nahami (2007) atenta-se sobre os principais estudos a
respeito da ecotoxicologia e metais, no qual observa-se que a maioria dos estudos foram
realizados com solo artificial. O requisito principal em estudos de acumulacéo é a necessidade
de mais experimentos utilizando solos reais contaminados, tendo em vista que, estes possuem
uma variedade de propriedades. Estes estudos permitem avaliacdo da acumulagao e toxicidade
de substancias nos organismos e a interacdo com as propriedades do solo, ajudando a
desenvolver uma compreensao dos efeitos sinérgicos, chegando a dados mais Uteis para as
avaliacdes de risco (NAHAMI, 2007). A biodisponibilidade dos metais em solos e sua
toxicidade para os organismos do solo sdo afetadas por varios fatores, tais como: o teor de
matéria organica; argila; 6xidos de ferro; e o pH (LOCK, 2000) cujo solo artificial nao
apresenta em grande complexidade.

Os testes ecotoxicologicos baseiam-se nas analises das concentragdes de substancias
que podem causar algum dano aos organismos. Constitui-se a partir do contato do organismo
em seu ambiente natural com as substancias toxicas e se hd alguma alteracdo no seu ciclo de
vida ao entrar em contato com tal substancia. Em geral a substancia analisada é inserida, no
meio, em Vvarias concentraces diferentes, desde uma concentracdo baixa, aumentando
proporcionalmente, até a ultima bem mais alta que a concentragéo inicial (1SO, 1998). Com
base no teste com um gradiente de concentracdo, é possivel estimar a concentracdo que
causara efeito negativo sobre o0s organismos. Os resultados dos testes sdo sempre comparados
com o controle e podem ser expressos em:

CL/LC: concentracdo causa efeito letal em X% dos individuos

CENO/ NOEC: menor concentracdo onde ndo é observado efeito significativo em
relacdo ao controle

CEO/LOEC: menor concentracao onde é observado efeito significativo em relagdo ao
controle.

CE/EC: concentracdo efetiva onde ocorre inibicdo da taxa de reproducdo dos
organismos em relacdo ao controle (ISO, 1998; OECD, 1984).

O numero ap6s a sigla ex.: CLsp equivale a porcentagem organismos teste que
sofreram algum tipo de alteracdo. No caso do exemplo seria concentracgdo letal (CL) que mata
50% dos individuos.

2.7.1. Teste de fuga (Avoidance test)

E um ensaio de comportamento que avalia a sensibilidade inicial dos organismos as
substancias. O teste consiste em inserir 0s organismos em um recipiente, dividido ao meio por
uma barreira, em que possua em uma das metades o solo contaminado e em outra o0 solo
controle. E melhor utilizado em caso de contaminacdo aguda, onde 0s organismos ao entrar
em contato com o contaminante fazem o movimento de fuga (Avoidance) para o controle. E
um método rapido e simples que visa avaliar o poder toxico da substancia através da
observacdo da fuga do organismo. E bastante usado no ramo da ecotoxicologia porque é
ecologicamente relevante, é sensivel e tem uma dura¢do menor que 0s outros testes utilizados
com invertebrados. Para o solo ser considerado contaminado deve ter 80% de fuga dos
organismos para o controle. Esse teste foi idealizado para separar o efeito do contaminante



dos efeitos atribuidos as caracteristicas fisicas e quimicas do solo (NATAL-DA-LUZ et al,
2008; 1S0O,1998.).

2.7.2. Teste de letalidade

Neste teste verifica-se o poder de letalidade das substancias. A avaliacdo busca
determinar a toxicidade aguda do contaminante, em qual concentracdo ocorre a letalidade dos
organismos. E o ensaio com resultado mais extremo para a quantificacio do grau de letalidade
dos organismos, e 0 recurso utilizado para indicacdo de toxicidade é a concentracao letal
LCs, ou CLso, concentracdo da substancia onde é observada a morte de 50% dos organismos
testados (OECD, 1984).

2.7.3. Teste de reproducao

Este teste cronico se refere a respostas ao um estimulo ao longo do tempo, podendo
esse efeito durar parte ou todo ciclo de vida dos organismos. Tenciona observar efeitos no
ciclo de vida do organismo sem causar sua letalidade. Esse teste depende da CLsy observada
no teste de toxicidade aguda.

As substancias sdo colocadas em dose e seu efeito é medido apds quatro/ oito
semanas. E observado o nimero de ovos e de juvenis no recipiente. Também é avaliado o
numero de individuos mortos. A quantificacdo da taxa de reproducdo do ensaio chega a
concentracdo minima onde nenhum efeito é observado o CENO ou NOEC, a maxima onde h&
efeito observado CEO/LOEC e a taxa de inibicdo de reproducdo CE. Desse modo, é
estabelecido um limite que determina qual concentracdo a substéncia pode ser utilizada sem
causar nenhum efeito toxico aos organismos (ISO, 1997; OECD, 2004a ), os testes sdo feitos
com indicadores bioldgicos.

2.8. Indicadores Bioldgicos

Indicadores bioldgicos sdo organismos que devido a sua estreita relacdo com o
ambiente em que vivem apresentam reacdes comportamentais ou metabolicas mensuraveis,
que indicam ou refletem alguma mudanca nesse ambiente quando essas perturbaces néo os
levam a morte (ANDREA, 2008). Para uma espécie ser utilizada como organismo o teste deve
ter significativa representacdo ecoldgica dentro do ambiente que ocupa, ser sensivel a uma
ampla diversidade de agentes quimicos, apresentar estabilidade genética e uniformidade das
populacdes, ser abundante e de facil cultivo e manipulagdo em laborat6rio, importancia
comercial e por fim, deve ter o conhecimento da sua biologia, fisiologia e habitos alimentares
bem como, se possivel, que a espécie seja nativa para a melhor representatividade dos
ecossistemas (BIANCHI, 2013; CARVALHO et al, 2009; COSTA et al., 2008).

Em destaque aos organismos bioindicadores estdo os Oligochaeta e os Collembolas.
Ambos sdo amplamente utilizados em ensaios ecotoxicoldgicos (VAN GESTEL, 1997 ) ndo
apenas por causa da sua sensibilidade as substancias quimicas e facilidade de cultivo no
laboratério, mas também porque eles pertencem aos grupos que desempenham um papel
essencial no ecossistema do solo. Esses fatos, juntamente com suas habilidades locomotoras
fazem desses organismos Gtimas espécies para serem utilizadas em ensaios de evasdo rapida e
séo ecologicamente relevantes (NATAL-DA-LUZ, 2008).

A espécie de minhocas Eisenia Andrei e a espécie de colémbolos Folsomia candida
sdo consideradas organismos indicadores destes grupos e sdo amplamente utilizados como
organismos teste para a avaliagdo dos efeitos da contaminacdo de solos. Atualmente existem



diversos protocolos de testes (ISO) para estes organismos que sdo considerados instrumentos
importantes para a avaliacdo ecotoxicoldgica de solos.

O conhecimento mais detalhado das caracteristicas bioldgicas de algumas espécies,
bem como o fato de ja existirem protocolos definidos para sua utilizacdo, torna-se, de certa
forma, a razéo principal pela qual alguns grupos séo amplamente utilizados em ensaios em
ambito mundial (ANDRADE, 2003). Além do estudo do préprio organismo deve-se
preocupar com o seu papel na cadeia alimentar, pois alguns deles podem ser acumuladores de
metais e transferir esse contaminante para outros organismos que se alimentam destes,
provocando uma magnificacdo tréfica. O acimulo do metal acaba por ser critico para
sobrevivéncia e adaptagdo dos predadores de minhocas como, aves ou pequenos mamiferos,
(DEMUYNCK et al, 2007) que acabam se alimentando deste e levando esse metal a cadeia
trofica, sendo cada vez mais necessario esse tipo de estudo.

No Brasil a maioria dos testes ndo sdo utilizadas espécies nativas, ja que grande parte
dos cientistas utilizam as espécies propostas nos protocolos para validacdo do teste. Ainda que
se utilizem espécies ndo endémicas como organismo-teste para uma ampla diversidade de
ambientes, alguns dos fatores levados em consideracdo sdo de grande conhecimento da
espécie de forma a apresentar individuos com capacidade de ser sensivel, seja em nivel
bioguimico, fisioldgico, morfolégico ou comportamental, mensuravel, e também de resistir e
responder aos fatores ambientais que possam dar um resultado sobre a regido estudada (1AP,
1997; BIANCHI, 2010). Muitos cientistas estdo iniciando estudos com espécies tropicais.

2.8.1. Colémbola

Fazem parte da mesofauna do solo, 2-3 mm de comprimento. S&o artrépodes, da classe
Insecta e ordem Collembola (LIMA, 1938). Vivem na superficie do solo, normalmente em
solos himicos e Umidos. Eles contribuem para os processos de decomposi¢do no solo pelo
pastoreio de bactérias e fungos e decomposicdo da matéria organica (HOPKIN, 1997;
PETERSEN, 2002).

E um organismo utilizado como indicador util porque tem um ciclo de vida curto. Esta
presente em alta densidade em ecossistemas terrestres e tem uma distribuicdo ampla. Além
disso, os colémbolos sdo importantes como bioindicadores do solo devido a sua sensibilidade
ao estresse ambiental, principalmente acidez do solo e composicéo quimica (SAUTTER et al.,
1994; PONGE et al., 2003). Muitas espécies de Collembola sdo utilizadas em ensaios
ecotoxicolégicos, sendo Folsomia candida uma das mais utilizadas.

Alguns estudos analisaram a sensibilidade de Collembolas aos metais pesados.
Verificando os problemas de contaminacdo sobre a diversidade de Collembolas, Fiera (2009),
fez um levantamento da biodiversidade de Collembolas em solos parques de Bucarest
(Roménia) contaminados com Pb, Cd, Cu e Zn. No estudo foi encontrada menor
biodiversidade de Collembolas na area mais contaminada.

Antoniolli et al (2013), estudaram o desenvolvimento de Collembolas em Argissolo
Vermelho distrofico contaminado com Cd, Cu, Zn, nas concentracdes Cadmio (1, 10 e
100 mg kg™ de solo); Cobre (50, 500 e 5000 mg kg™ de solo); Zinco (100, 1000 e
10.000 mg kg™ de solo), verificaram que os metais pesados Cu e Zn, apresentavam ago
negativa sobre a populacdo de colémbolos no solo, alterando sua reproducdo em todas
concentragoes.

2.8.2. Enquitreideos

Anelideo, grupo dos Oligochaeta, familia Enchytreidaes, faz parte da mesofauna com
tamanho até 40 mm. E representativo no solo, sua alimentacdo consiste 80% de
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microrganismos e 20% de matéria organica em decomposicao no solo (BIANCHI, 2010). Sao
membros importantes da biocenose do solo contribuindo para 0s processos vitais deste
compartimento. Indiretamente eles estdo envolvidos na degradacdo da matéria organica, assim
como melhorar a estrutura dos poros do solo (DIDDEN, 1993).

Diferentes fatores de estresse antropogénicos tais como a compactacdo do solo ou
alteracdes no uso da terra, podem reduzir 0s seus nimeros ou alterar a composicdo de
espécies. Assim usa-los em testes padronizados é importante (ROMBKE, 2003). Em um
ensaio Amorim (2005) observou que os enquitreideos apresentaram alta sensibilidade a
modificacbes nos atributos do solo e foram principalmente afetados por baixo pH,
demonstrando a sensibilidade desse grupo.

Os enquitreideos oferecem muitas vantagens porque muitas vezes 0 mesmo género
pode ser utilizado em todos os trés niveis de investigacdo, laboratorio, semicampo, campo
(ROMBKE et al. 1994). Os testes de reproducdo com Collembola e Minhocas foram
desenvolvidos a0 mesmo tempo em 1999 pela ISO, os testes com Enquitreideos foram
padronizados depois em 2003. (ISO 2003, OECD 2004).

Minhocas

2.8.3. Minhocas

Séo organismos da macrofauna do solo, anelideos da sub-classe Oligochaeta. No caso
da especie utilizada em testes de ecotoxicologia, a Eisenia Andrei é da familia
Lumbricidaceae.

Em relacdo aos contaminantes do solo, as minhocas sdo bastante afetadas, pois nesse
ambiente, ingerem uma consideravel quantidade de solo e constituem a maior parte da
biomassa do solo (quando presentes), sendo que seu tecido de preenchimento (celoma) possui
elevado potencial de complexo de metais pesados (LIU et al., 2005). Por sua grande
importancia no solo, sua ampla distribuicdo e por todas as razdes previamente citadas, as
minhocas principalmente, as espécies Eisenia Fetida e Eisenia Andrei foram escolhidas para
serem utilizadas em diversos testes de toxicidade para fins de registro de agrotdxicos junto
aos Orgdos regulamentadores de diversos paises, inclusive do Brasil (ANDREA, 2010). As
minhocas (Oligochaeta) sdo bons indicadores tanto de comportamento nos ensaios de fuga,
como aqueles de toxicidade aguda e cronica. Esses animais além de se locomoverem ao longo
do interior da camada de solo, apresentam epiderme bastante sensivel a presenca de possiveis
contaminantes (BIANCHI, 2013).

Oligochaetas sdo um grupo muito grande e a variacdo de nicho ecoldgico dentre as
espécies € enorme. Apesar do protocolo sugerir a utilizacdo de E. andrei ou E. fétida em seus
ensaios, a sensibilidade de outras espécies pode ser diferente. As E. andrei e E. fetida
possuem caracteristicas muito semelhantes em sua fisiologia e modo de vida, Eisenia fetida é
uma espécie de ultra epigeica (que vive guase que inteiramente em matéria organica). Estas
espécies sdo faceis de cultivar em laboratérios, no entanto, muitas espécies de minhocas
europeias e tropicais se comportam de forma diferente a E. fetida/andrei. Diferencas no modo
de vida das espécies de minhocas, podem afetar a exposi¢cdo desses organismos aos
contaminantes e, consequentemente, a avaliacdo precisa dos riscos de sitios contaminados.
Em estudo com contaminagdo de chumbo, foi verificado que a E. andrei foi mais resistente ao
chumbo que A. caliginosa e L. rubellus (LANGDON, 2005).

Devido a sua importancia no solo, as minhocas s&o indicadores chave para a satde do
ecossistema e muitos estudos tém sido realizados sobre a resposta de minhocas com 0s
metais. Em um levantamento bibliografico realizado por Nahami (2007), foi verificado que 0s
metais tém causado as minhocas: letalidade (FITZPATRICK et al., 1996, NEUHAUSER et
al, 1985; SPURGEON; HOPKINS, 1995, 1996, 2000; SPURGEON et al, 1994.), reducdo da
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fertilidade (CIKUTOVIC et al., 1993 ; SIEKIERSKA; URBANSKA-JASIK, 2002), reducédo
da producdo de casulo (MA, 1988; SPURGEON; HOPKINS, 1996; SPURGEON et al.,
2000), alteracdo da viabilidade casulo (SPURGEON; HOPKINS, 1996; VAN GESTEL et al.,
1992) e alteracdo de crescimento em minhocas (KHALIL et al., 1996,. VAN GESTEL et al.,
1991).

Sdo realizados varios estudos para estudar a relacdo de acumulacdo de metais pesados
e Oligochaeta. Alguns estudos que fazem digestdo de minhocas para descobrir o quanto de
contaminante se acumula no corpo do organismo, ou em qual local é acumulado, estdo sendo
desenvolvidos. Como os estudos de Zhen-Li et al. (2009) sobre acumulacdo de cadmio e
poros d’agua, Wu et al. (2012), pesquisando danos de metais nas enzimas de DNA e
Demuynck et al. (2007) que estudaram a interacdo de metais com a proteina metallothionein.
Ainda nessa andlise, Sample et al., (1998), verificaram que a bioacumulacéo de contaminantes
por minhocas diminui a medida que as concentracdes no solo aumentam (ou seja, mais
contaminado, menor acumulacdo, como se houvesse um limite de tolerancia). Mecanismos
para esta reducdo de acumulacdo podem incluir um aumento na taxa de elimina¢do com o
aumento da concentracdo do solo, ou um efeito toxicolégico em que a taxa metabdlica da
minhoca é impactada pelas altas concentracdes de metais (NAHAMI, 2007).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Delineamento Experimental

Foram realizados ensaios de reproducao e letalidade para Oligochaeta (Eisenia andrei)
e para colémbolos (Folsomia candida) em 3 solos de caracteristicas fisicas e quimicas
diferentes. Estes solos foram coletados no estado do Rio de Janeiro e foram contaminados, em
laboratério, com cobre e chumbo. Também foram feitos ensaios de Fuga para Eisenia andrei.
Os metais foram adicionados em sete doses crescentes, sendo uma desta testemunha (solo
puro). Foram feitas cinco repeticGes para cada tratamento em alguns ensaios e 4 em outros,
mais repeticdes de Solo Artificial Tropical (SAT) utilizado como controle do ambiente e
desenvolvimento dos organismos.

O experimento foi constituido por 18 ensaios Ecotoxicoldgicos. Para cada ensaio
foram utilizadas 40 unidades experimentais. Foram realizados ensaios de reproducéo,
letalidade e fuga para E. andrei e ensaio de reproducéo e letalidade para F. candida.

3.2. Amostragem do Solo

Foram coletados trés tipos de solo com caracteristicas fisicas e quimicas diferentes, em
areas ndo antropizadas, localizadas em diferentes regides do Estado do Rio de Janeiro. Os
solos foram escolhidos a partir das diferentes texturas, Niemeyer et al (2010) e Natal-da-Luz
et al. (2008) verificaram que este foi o parametro que mais influenciou nos ensaios. A
amostragem foi feita na camada de 0-20 cm do solo de forma manual com auxilio de pa e
enxada. Os solos coletados foram o Latossolo Vermelho-Amarelo localizado na cidade de
Pinheiral-RJ, um Planossolo Haplico localizado dentro do campus da UFRRJ, Seropédica-RJ
e um Argissolo Vermelho-Amarelo coletado no campo experimental da EMBRAPA
Agrobiologia, Seropédica-RJ (Figura 1).

Figura 1. Amostras dos solos coletados. Da esquerda para direita: Planossolo, Argissolo e
Latossolo.

3.3. Analise do Solo

As amostras de solo foram homogeneizadas, posteriormente foram secas ao ar,
destorroadas e passadas em peneira de 2 mm. As amostras utilizadas no experimento foram
caracterizadas quanto sua fertilidade, textura e quantidade de metal pesado.
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A digestdo das amostras foi feita de acordo com o método descrito pela EPA 3051,
agua régia invertida, digeridas no digestor Mars Xpress. Nesse método é pesado 0,5 g de solo
onde é adicionado 9 ml de HNO3 e 3 ml de HCI nos tubos de digestdo. A mistura é levada ao
digestor onde permanece por 20 minutos. Apdés a digestdo € adicionado agua miliQ até
completar 25 ml, posteriormente, a solugdo é filtrada e depois armazenada para leitura. Os
teores pseudototais foram lidos por espectrometria de absorcdo atdbmica e os resultados podem
ser verificados na Tabela 1.

Tabela 1. Teores pseudototais de metais pesados (mg.kg™).

Cu Cd Pb Zn

Planossolo Haplico 1,04 0,35 2,40 7,49
Argissolo Vermelho-Amarelo 8 N.D. 26,21 46,57
Latossolo Vermelho-Amarelo 72,56 N.D. 7,20 59,68
*VRQ 35,0 <0,5 17,0 60,0
**Prevencao 60,0 1,3 72,0 300,0
**Investigacdo (APMax) 200,0 3,0 180,0 450,0

*VRQ - Valor de referéncia de qualidade (CETESB, 2005).
** Prevencdo — valor de prevencdo (CONAMA,2009).
** Investigacdo (APMéx — érea de protecdo maxima - valor de intervencdo no cenério agricola) - (CONAMA, 2009).

O valor de pH, foi determinado segundo o método proposto pela Embrapa (1997) pH
em agua 1:2,5. A condutividade elétrica (C.E.C.) foi feita com condutivimetro. Foram
analisados os teores trocaveis de Ca, Mg, Al, Na, K, teor de C, pH, H+Al, sendo calculada a
CTC (Capacidade de Troca Catibnica) e V% (Saturagdo por Bases), conforme procedimento
analitico adotado por Embrapa (1997) (Tabela 2). Também foram feitas analises fisicas do
solo, como a analise granulometrica (Tabela 3).

Tabela 2. Analise quimica do solo.

Na Ca Mg K H+AlI Al S T V. pH Corg P K C.E.

cmole/dm® —— —— %- gkg? —mgL?—

Latossolo 0,009 1,1 2,51 0,08 36 0,02 3,65 7,25 50,34 6,08 13,2 6 9 24,73
Planossolo 0,012 0,6 0,55 0,03 19 0,04 1,19 3,09 3851 551 3,6 10 13 63,75
Argissolo 0,032 1,8 2,15 0,07 29 0,02 40 6.9 5797 548 42 266 29 2502

C.E. condutividade elétrica em uS;

Tabela 3. Atributos fisicos dos solos

Prof® AG®  ape  Silte Argila AN®  GF® Sil/Arg®
cm —  gkgt—m8M8M8 — %
Latossolo 0-20 14 9 15 62 11 82 0,2
Argissolo 0-20 39 18 7 37 24 35 0,19
Planossolo 0-20 76 13 6 5 2 60 0,75

Wprof= profundidade; Y AG= areia grossa (%); ®AF= areia fina (%); “AN= argila naturalmente dispersa em agua (%);
®GF= grau de floculacdo; ©Sil/Arg= relacio silte/argila; ©
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3.4. Contaminacao do Solo em Laboratorio

Para atingir as concentracdes desejadas de metais no solo as amostras foram
contaminadas com solugfes contendo os respectivos metais. As concentracdes escolhidas para
cobre e chumbo foram baseadas nos valores orientadores sugeridos pela resolucdo 420 do
CONAMA (2009) e de acordo com a revisdo de literatura de outros trabalhos que
desenvolveram ensaios semelhantes, além de consultar as legislaces estabelecidas de outros
paises.

Os solos foram contaminados com uma solucdo de Nitrato de Chumbo e Nitrato de
Cobre, separadamente. O solo foi colocado em um saco plastico, onde foi adicionada a
solucdo e misturado até atingir o maximo de homogeneidade, ficando totalmente umido. O
solo ficou incubado durante um més e meio antes dos ensaios. As concentracées (em mg kg™)
finais do metal no solo estdo apresentadas na Tabela 4. Com o Cobre, os valores de 60 e 200
mg.kg™ correspondem aos valores de prevencéo e investigacdo, respectivamente, proposto
CONAMA (2009) e para 0 Chumbo os valores de 72 mg.kg™ e 180 mg.kg™ correspondem ao
valor de prevencéo e investigacédo determinado pelo CONAMA (2009), respectivamente. Os
valores acima destas concentracdes foram determinados a partir da literatura. A distribuicao
das concentragdes seguiu 0 modelo matematico de uma progressdo geométrica de 1,5-2 entre
uma e outra.

Tabela 4. Concentragdes de cobre e chumbo no solo apds adigdo da solugdo em mg.kg™ de

solo.
Metais Concentracéao
Cobre 30 60 120 200 350 700
Chumbo 72 120 180 360 720 1440

3.5. Instalagédo e Conducéo dos Ensaios Bioldgicos

Anteriormente a montagem dos testes bioldgicos é necessario eliminar a fauna do solo.
Para isso foram feitos ciclos de congelamento. A cada ciclo o solo é congelado durante 48
horas, apds esse periodo, em recipiente fechado, o solo é descongelado por 48 horas e volta ao
congelamento por mais 48 horas. O ciclo é repetido 3 vezes.

Foi realizado um ensaio preliminar de reprodugcdo com Enchytraeus crypticus para
avaliacdo da aptidao dos solos para reproducéo dos organismos. Todos os solos foram aptos a
reproducdo dos organismos. Porém ndo foi possivel realizar 0s seguintes ensaios com o
Enchytraeus crypticus por causa de problemas laboratoriais.

Para todos os ensaios realizados com os representantes da fauna do solo, a temperatura
média permaneceu em torno de 20°C +2°C, em foto-periodo de 16h:8h (luz: escuro), e em um
delineamento experimental inteiramente casual. Os solos foram mantidos com 60% da
umidade de campo. A umidade dos recipientes foi controlada durante toda semana na forma
de pesagem. Os organismos foram alimentados com aveia, para E. andrei e E. crypticus, e
fermento bioldgico, para F. candida, a cada duas semanas de ensaio.

Como testemunha de todos os ensaios foi utilizado o solo natural sem adicdo de
contaminante, com suas respectivas concentracdes naturais de metais. Como controle do
ambiente e dos organismos, foi utilizado solo artificial tropical. O solo artificial tropical
(SAT) utilizado foi preparado seguindo orientacdes descritas por Garcia (2004), entretanto
esse apresenta a indicacdo da utilizacdo de solos com 10% de matéria organica, enquanto
nesse trabalho foram utilizados 5%, ficando o solo descrito nas seguintes propor¢ées: 5% de
fibra de céco, 22,5% de caulim e 72,5% de areia. O uso de solo padronizado permite futuras
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comparacdes, seja entre ensaios realizados em diferentes laboratoérios, seja com diferentes
espécies (SMIT; VAN GESTEL, 1998).

3.6. Ensaio de Fuga (Avoidance test)

Para este ensaio foi utilizada a espécie Eisenia andrei. O ensaio de fuga foi baseado na
norma ISO 17512-1 (2006). Para o ensaio de fuga foram inseridas lado a lado, no mesmo
recipiente, com capacidade para 500 g de solo, uma amostra contaminada e uma amostra
isenta de contaminante (controle), separadas por uma diviséria (Figuras 2 e 3). Os organismos
foram colocados no meio das duas amostras de solo e a divisoria foi retirada. Apos 48 horas
observou-se para qual lado os organismos migraram. Neste teste, quando mais de 80% dos
organismos migrarem para o controle, a amostra é considerada contaminada. Foi feito dual-
test com os solos naturais a fim de avaliar o comportamento da E. andrei sem interferéncia do
contaminante.

Contar
) organismos em
10 organismos cada solo
1 48 h
NE I & Lol & B kel A | B I N H B (» A | B

Figura 2. Esquema de montagem do teste de fuga. A= controle; B= residuo. Loureiro et al.
(2005).

3.7. Ensaio de Toxidade Cronica e Aguda

3.7.1. Eisenia andrei

Foram feitos os dois ensaios simultaneamente. O ensaio de reproducéo foi baseado na
OECD 222 (2004a) e ISO 11268-2 (1997) e o ensaio de letalidade foi baseado na norma
OECD 207 (1984), com o tempo de permanéncia modificado de 15 para 28 dias. O ensaio foi
feito em sala com temperatura e umidade controlada (Figura 4). Foram pesados 500 g de solo
Umido em cada recipiente com seus tratamentos definidos. Foram adicionados 10 individuos
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em cada pote, com idade sincronizada com mais de 2 meses de vida e clitelados (Figura 5). O
peso das minhocas variou entre 0,2 e 0,6 g. Os organismos foram alimentados com papa de
aveia, feita com &gua destilada, no primeiro dia e no décimo quarto dia. Os organismos
adultos permaneceram no recipiente durante 28 dias. No 28° dia os individuos adultos foram
retirados do recipiente e nesse momento foi avaliada a letalidade dos individuos através da
contagem dos adultos sobreviventes. Ao mesmo tempo fez-se a pesagem das minhocas para
avaliar a perda/ ganho de peso. O solo permaneceu no recipiente por mais 28 dias para o
desenvolvimento dos ovos e dos juvenis. Apos esses 28 dias foram contabilizados quantos
juvenis conseguiram sobreviver ao ensaio. O tempo total do ensaio foi de 56 dias. Ao final do
ensaio foram verificados o pH e umidade dos recipientes.

‘gi
-
.
N\

Figura 4. Registro da umidade e temperatura da sala de experimentacéo.

.?

Figura 5. Disposicdo dos frascos de ensaio na sala de experimentagao.

3.7.2. Folsomia candida

O ensaio foi baseado na metodologia descrita na norma 1ISO 11267 (1998) . Foram
pesados 30 g de solo em cada recipiente (Figura 6). Em cada unidade experimental, foram
adicionados 10 individuos de F. candida com 10 a 12 dias de idade, obtidos a partir da
coldnia de laboratério. Os organismos foram adicionados por succdo. Extrato de levedura
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granulado foi adicionado no inicio e aos quatorze dias do ensaio como fonte alimentar. Apds
28 dias de duracdo do experimento as unidades do experimento foram desmontadas para
posterior contagem. Para contagem dos juvenis presentes em cada amostra, as amostras foram
fotografadas e observadas através do programa Image Tool 3.0. Ao final do ensaio foram
verificados o pH e umidade dos recipientes.

Figura 6. Fracos prontos para ensaio de reproducao de Collembola.

3.7.3. Enchytraeus crypticus

O desenvolvimento dos testes de reproducdo de enquitreideos, Enchytraeus crypticus,
seguiu as orientacdes e os procedimentos descritos na norma (OECD 220, 2004b e ISO
16387, 2003). Foram adicionados 10 individuos adultos, com clitelo desenvolvido, em
recipientes com o equivalente a 30 g de solo umido por repeticdo, num total de 5 repeticdes
por solo utilizado, os organismos permaneceram no recipiente por um periodo de 28 dias, a
alimentacéo ocorreu a cada duas semanas, com pequenas quantidades de farinha de aveia, ao
final foram adicionadas 5 mL de &lcool 70% , mais 5 gotas de rosa de bengala em cada frasco
para corar os enquitreideos em 24 horas. Para contabilidade o solo foi lavado e peneirado em
peneira de 100 mm. Os organismos, agora corados e Vvisiveis a olho nu, foram colocados em
placa de petri e observado na lupa para contagem dos juvenis.

3.8. Andlise Estatistica

Os ensaios seguiram 0s critérios impostos pelas normas utilizadas. Para validar o
ensaio de fuga foi utilizado o teste estatistico de Fisher pelo site
http://www.langsrud.com/fisher.htm (p < 0,05). Foi utilizado para porcentagem de fuga a
formula: nr = ((c-t) / n)* 100. Para o ensaio de letalidade e estabelecer a concentracéo letal
(CL) foi utilizado o programa Priprobit, a 95% de confianca. O ensaio de reproducdo conta
com varios testes para sua validacdo. Foi utilizado o programa Statistica 7.0 para aplicacdo
dos testes de normalidade, homogeneidade, para CENO e CE. O teste de homogeneidade foi
feito por ANOVA, teste de Cochran e Barllet (p < 0,05). Para o teste de normalidade foi
utilizado histograma. Para encontrar a menor concentragdo que causou efeito, CENO, foi
utilizado ANOVA, teste de Dunnet (p < 0,05). A curva de regressdo para encontrar a
concentracdo efetiva, CE, foi feita através do programa Statistica 7.0 na equacdo néo linear.
Os resultados estatisticos serdo vistos a seguir.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Ensaio Preliminar

Para avaliar a capacidade de reproducdo dos organismos nos diferentes solos, foi feito
um ensaio preliminar com Enchytraeus crypticus no solo natural. O ensaio escolhido foi o de
reproducdo para Enquitreideos (OECD-220, 2004b). Todos os solos, inclusive o Latossolo,
tiveram desenvolvimento normal dos organismos (Figura 7), ndo sendo contabilizando
nenhuma letalidade dos adultos. O pH e condutividade elétrica permaneceram inalterados. O
ensaio obteve uma taxa reprodutiva dentro dos padrdes exigidos pela norma, indicando que
todos os solos sdo aptos ao desenvolvimento dos organismos. Os solos foram considerados
aptos a serem feitos ensaios Ecotoxicol6gicos.

Apos esse ensaio, ndo foi possivel continuar com os ensaios de reproducdo de
Enchytraeus crypticus, para avaliagdo das doses de metais, devido a problemas laboratoriais.

320 4 r 100
300 -
280 -
260 -
240 4
220 A
200 -
180 4
160 -
140 4
120 A
100 4
80 -
60 -
40 -
20 4
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- 80
F 70
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= Argissolo

= Latossolo
—— Planossolo

— Argissolo
Latossolo

r 50

n°de Juvenis

r 40
r 30

% de mortalidade adultos

r 20
r 10

0

Solo Natural

Figura 7. Quantidade media de Juvenis e porcentagem de letalidade dos adultos de
Enchytraeus crypticus durante o ensaio de reproducdo e letalidade realizado com trés
solos naturais.

Figura 8. Ensaio preliminar de reproducdo e letalidade de Enquitreideo.
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4.1.1. Eisenia andrei: ensaio de fuga

Os resultados do comportamento da E. andrei durante o ensaio de fuga com cobre
estdo na (Figura 8). Para o solo ser considerado contaminado, 0s organismos devem ter pelo
menos 80% de fuga para o lado do controle. Ndo houve modificagdo no pH e condutividade
elétrica durante o ensaio. Todos 0s ensaios de cobre ndo possuem as primeiras doses de cobre
para o Latossolo, pois 0 mesmo possui concentragdo de cobre desejada.

A Eisenia andrei foi sensivel ao cobre na primeira dose de 30 mg.kg™ no Planossolo
apresentando diferenca significativa onde revelou-se a fuga do lado do residuo para o
controle. No Argissolo a E. andrei se mostrou sensivel partir da dose de 30 mg.kg™, também
mostrando diferenga significativa. No ensaio com Latossolo a diferenca significativa somente
ocorreu na dose de 200 mg.kg™®. Nos trés solos, das duas Gltimas doses de cobre os
organismos apresentaram 100% de fuga ao lado do residuo para controle, indicando
contaminacgéo. Os resultados na testemunha e no controle estdo dentro da norma.
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Figura 8. Média do percentual de fuga (% response) de E. andrei para as quatro réplicas, apos
ensaio de fuga nos trés solos contaminados com Cobre (mg.kg™). Linha pontilhada indica
erro. Dados negativos ndo indicam fuga. * diferenca significativa pelo teste de Fisher.

No Planossolo a sensibilidade a contaminago ocorrida na dose inicial de 30 mg.kg™ A
fuga acima de 80%, para o solo ser considerado contaminado, ocorreu na dose de 60 mg.kg™ e
a partir de 120 mg.kg™ essa fuga para o lado do controle foi de 100%. Além disso, assim que
as minhocas eram adicionadas a unidade experimental, era possivel observar uma agitacdo nas
minhocas no solo. Imediatamente ao serem inseridas no solo migravam para o lado do
controle ou para a tampa (Figura 9). Em uma das repeticdes da Gltima dose de cobre no
Planossolo, 700 mg.kg™, houve letalidade em uma das repeticdes, onde morreram 3
individuos em 48 horas. Esse foi o Unico solo a apresentar letalidade dos organismos no
ensaio de fuga.

No entanto o Argissolo 0s organismos também apresentaram fuga a partir da dose de
30 mg.kg?, sendo significativa. Essa diferenca se manteve significativamente nas doses
sequintes e a partir da dose de 200 mg.kg™” percebe-se que houve fuga de 100% dos
organismos para o controle.
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No Latossolo a diferenca sé foi significativa na dose de 200 mg.kg™. A diferenca se
manteve significativa, chegando a 100% de fuga dos organismos para o controle na dose
seguinte. Esse comportamento ndo foi notado nos ensaios com chumbo, como podera ser
observado posteriormente neste trabalho.

O Latossolo foi observado que as minhocas permaneciam juntas, em cima, umas das
outras, nos casos onde houveram fugas altas ou 100% de fuga, elas se mantiveram unidas em
um canto do recipiente. O mesmo foi observado por Natal-da-Luz et al. (2008), onde havia
um emaranhado de minhocas. Este concluiu que, solos com alto teor de argila sdo conhecidos
por criar condi¢des desfavoraveis para as minhocas. De acordo com Jansch et al. (2005), a
formacdo de emaranhados seria provavelmente uma estratégia das minhocas para reduzir a
sua area de contato com o solo, aumentando assim suas chances de sobrevivéncia a longo
prazo.

Loureiro et al. (2005) utilizando solo LUFA 2.2 contaminado com sulfato de cobre
encontraram fuga significante dos organismos para o controle na concentracéo de 320 mg.kg™
de cobre, muito acima do que foi encontrado neste estudo. Outros autores como Langdon et al
(2001) e Burrows e Edwards (2002) também encontraram valores maiores que 100 mg.kg™
para fuga perante a contaminacdo com cobre. Lukkari et al (2005) acharam valor de fuga dos
organismos na concentracdo de cobre 79 mgkg™ utilizando a espécie Aporrectodea
tuberculata em solos artificiais e solo natural. Como os autores citados utilizaram solos
diferentes dos testados neste estudo, e também diferentes espécies de Oligochaeta, pode-se
observar que a concentracdo de cobre que causa fuga nos organismos pode variar de acordo
com o tipo de solo e que algumas espécies sdo mais sensiveis que outras. Isso indica a
importancia da utilizacdo de uma maior quantidade de testes ecotoxicologicos, em diferentes
solos e espécies, para estabelecer uma concentracdo média do metal nos solos em legislacGes.
Natal-da-Luz et al (2008) afirmam que alguns avancos em testes ecotoxicoldgicos requerem o
uso, validacdo e padronizacdo de solos naturais, pois hd uma gama de pardmetros do solo a
serem discutidos e avaliados diante dos efeitos das propriedades do solo sobre o
comportamento de fuga das espécies utilizadas.

No Latossolo foi observado que as minhocas permaneciam juntas, em cima umas das
outras, nos casos onde houve fuga alta ou 100% de fuga, elas se mantinham unidas em um
canto do recipiente. O mesmo foi observado por Natal-da-Luz et al. (2008), onde havia um
emaranhado de minhocas. Este concluiu que solos com alto teor de argila sdo conhecidos por
criar condicBGes desfavoraveis para as minhocas. De acordo com Jansch et al. (2005), a
formacdo de emaranhados seria provavelmente uma estratégia das minhocas para reduzir a
sua area de contato com o solo, aumentando assim suas chances de sobrevivéncia a longo
prazo.

Loureiro et al. (2005) utilizando solo LUFA 2.2 contaminado com sulfato de cobre
encontraram fuga significante dos organismos para o controle na concentracio de 320 mg.kg™
de cobre, muito acima do que foi encontrado neste estudo. Outros autores como Langdon et al
(2001) e Burrows e Edwards (2002) também encontraram valores maiores que 100 mg.kg™
para fuga perante a contaminacdo com cobre. Lukkari et al (2005) acharam valor de fuga dos
organismos na concentracdo de cobre 79 mg.kg™ utilizando a espécie Aporrectodea
tuberculata em solos artificiais e solo natural. Como os autores citados utilizaram solos
diferentes dos testados neste estudo, e também diferentes espécies de Oligochaeta, pode-se
observar que a concentracdo de cobre que causa fuga nos organismos pode variar de acordo
com o tipo de solo e que algumas espécies sdo mais sensiveis que outras. Isso indica a
importancia da utilizacdo de uma maior quantidade de testes ecotoxicologicos, em diferentes
solos e espécies, para estabelecer uma concentracdo media do metal nos solos em legislacdes.
Natal-da-luz et al. (2008) afirmam que alguns avancos em testes ecotoxicoldgicos requerem o
uso, validacdo e padronizacdo de solos naturais, pois ha uma gama de parametros do solo a
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serem discutidos e avaliados diante dos efeitos das propriedades do solo sobre o
comportamento de fuga das espécies utilizadas.

I3 wbal

Figura 9. E. andrel se deslocando para o Iado do controle assim que colocada no recipiente
contendo cobre no Planossolo. C= controle e D6= dose de 700 mg.kg™.

4.1.2. Eisenia andrei: ensaio de letalidade e reproducéo

Foram testadas as concentrages de cobre nos trés solos para avaliar a letalidade da
Eisenia andrei e os resultados obtidos sdo apresentados nas Figuras 10 e 11. O pH e
condutividade elétrica permaneceram inalterados. Para o Planossolo houve reducédo
significativa dos juvenis na primeira dose, 30 mg.kg™, no Argissolo essas reducdes dos
organismos ocorreram na segunda dose de 60 mg.kg™. No entanto com o Latossolo ndo houve
reproducdo da Eisenia andrei, nem no solo natural, onde no controle, ndo foi encontrado
nenhum juvenil. Esse resultado foi diferente do ensaio preliminar com Enchytraeus crypticus
e dos resultados com Folsomia candida (que serdo vistos a seguir), onde esses organismos
conseguiram se reproduzir neste solo. O Latossolo ndo possui coluna anterior a 60 mg.kg™
devido ao seu teor natural de cobre.
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Figura 10. Taxa de letalidade em porcentagem da E. andrei durante o ensaio de letalidade
diante das concentracdes de cobre em mg.kg™.
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Figura 11. Relacdo entre nimero médio de Juvenis de E. andrei durante o ensaio de
reproducdo com diferentes doses de Cobre em mg.kg™. Barra de Erro. * dose onde
ocorreu diferenca significativa pelo programa estatistico Statistica.

Houve uma reducédo significativa dos juvenis no Planossolo, na primeira dose,
diminuindo da média de 32,4 individuos no controle a 16, 2 individuos na dose de 30 mg.kg™
(Figura 11). Chegou a nenhum juvenil na dose de 120 mg.kg™. Esse resultado gerou, pelo o
programa Statistic, uma concentracéo efetiva CEs, 28, 8 mg.kg™, (Tabela 5) onde inibiria 50%
dos juvenis. Diante dos resultados, a estatistica apresentou CENO de < 30 e CEO de < 30
mg.kg™ para cobre no Planossolo. Porém esses valores ndo sio reais, pois concentracdes
menores ndo foram testadas. A concentracdo efetiva de cobre no Planossolo é CEsy 28,8
mg.kg™, menor que o CENO. O CENO é encontrado de acordo com as concentragdes
utilizadas, mas no momento em que se faz a curva de reproducdo, pode-se observar que a
diminuicdo da reproducdo pode ocorrer em concentragdes menores, portando é essencial que
seja calculado com a ajuda de programa estatistico a concentracédo efetiva, CE.

Os individuos que morreram neste solo ndo demoraram um més para morrer, a maioria
morreu nas primeiras semanas. A letalidade dos organismos ocorreu a partir da dose de 350
mg.kg™, porém ndo foi atingido 50% dos individuos (Figura 10). Somente na tltima dose de
700 mg.kg? foi observada mais que 50% de letalidade dos organismos no Planossolo
contaminado com cobre. Foi definido pelo programa Priprobit uma concentracéo letal CLs
de 435,25 mg.kg™ de cobre (Tabela 5), sendo este o solo mais restritivo ao desenvolvimento
de Eisenia andrei, em condi¢bes de contaminacdo com cobre. Foi observado que os
organismos nédo ingeriram corretamente o alimento disponibilizado.

Para o Argissolo houve reducéo significativa de reproducdo dos organismos somente
na dose de 60 mg.kg™, onde a média de individuos no controle era de 34 individuos, caindo
para 18 na dose de 60 mg.kg™. Esse nimero chegou a nenhum individuo na dose de 350
mg.kg™. O valor de CENO estimado foi de < 30 e o de CEO 30 mg.kg™ (Tabela 5). Porém a
concentracdo efetiva que inibe a reproducdo de 50% dos individuos (CEsg) estimada pelo
programa estatistico foi 61 mg.kg™ (Tabela 5). Diante desta concentracio cobre é esperada
uma reducdo de 50% dos juvenis de E. andrei no Argissolo, diferindo do Planossolo onde
essa concentragéo foi de 28,8 mg.kg™.

S6 ocorreu 50% de letalidade dos adultos na ultima dose, mas na dose anterior foi
observado perda de peso dos organismos. Foi estimado pelo programa Priprobit a
concentracdo letal de cobre no Argissolo que mataria 50% dos individuos adultos de E.
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andrei. A concentracéo estimada para Argissolo foi CLsy 690,27 mg.kg™, muito maior que no
Planossolo (Tabela 5). Essa diferenca é devido a porcentagem de letalidade, onde no
Planossolo o nimero de individuos mortos na mesma concentracdo foi bem maior.

No Latossolo ndo houve desenvolvimento de juvenis nem mesmo no controle, ndo
apresentando nenhuma coluna na

Figura 11, o que difere do Folsomia candida, que sera visto a seguir, que conseguiu
desenvolver juvenis no solo. O Enchytraeus crypticus utilizado no ensaio preliminar também
conseguiu se reproduzir normalmente neste solo. Somente a E. andrei obteve problema em
sua reprodugcéo.

Apesar de ndo desenvolver juvenis no controle, os adultos tiveram resisténcia no
Latossolo, ocorrendo letalidade somente na Gltima dose de 700 mg.kg™ de cobre, tendo
numero maior de individuos vivos do que o Planossolo. Foi alcangado 50% de letalidade dos
organismos na Ultima dose. Esse resultado foi estimado pelo programa Priprobit uma
concentracdo letal CLso 691,96 mg.kg” para E. andrei no Latossolo (Tabela 5), sendo
proxima do Argissolo. Mesmo ndo ocorrendo letalidade nas menores doses, foi observada
perda de massa dos organismos a partir da dose de 350 mg.kg™. O mesmo fendmeno ocorrido
no ensaio de fuga, ocorreu neste ensaio, as minhocas sobreviventes foram encontradas juntas,
unidas em um canto do recipiente. Assim como foi discutido anteriormente, a E. andrei tem
seu comportamento alterado em solos de textura mais fina. Ha uma tendéncia a formar
aglomerados para ter menor contato com o solo e maior contato com as minhocas, para
garantir sua sobrevivéncia.

Tabela 5. Valores de CENO (Concentracdo de Efeito ndo Observado), CEO (Concentracédo
de Efeito Observado), CEsy (Concentracdo Efetiva Média), CLso (Concentracdo Letal
Média), para o cobre em mg.kg™ nos trés solos obtidas através dos ensaios de reproducéo
e letalidade realizados com E. andrei.

CENO CEO CEx Clso
Planossolo <30 30 28,8 435,25
(26,35-31,24)
Latossolo * * * 691,96
Argissolo <30 30 61,01 690,27

(42,95-79,07)

1CENO, CEO e CEs obtidos através do programa statistica. 2 CLsq obtidos através do programa Priprobit.. 3
Entre parénteses intervalo de concentracdo de cobre. * ndo houve reproducéo.

Outros estudos, também encontraram valores de CEsy e CLsg para cobre. Spurgeon et
al. (1994) analisando metais em solo artificial encontrou, ao adicionar solugdes de nitrato de
cobre uma CEsg 53 mg.kg'1 de Cu e uma CLsy de 555 mg.kg'l, além de um CENO de 32
mg.kg™. Valores préximos aos que foram alcancados neste trabalho. Spurgeon et al. (1994)
também afirmou que no meio destes metais testados, o cobre foi o mais letal, toxico e
restritivo entre eles, obtendo menores concentragdes que causam efeito na fauna. O cobre é
um elemento essencial aos organismos, mas em grandes niveis pode ser toxico, e estes niveis
sdo baixos quando comparados a outros metais. Natal-da-Luz (2011b) encontrou utilizando
cloreto de cobre, um CEso 25,5 mg.kg™. Para a E. andrei, diante da adicdo de cobre aos solos
estudados, os valores apresentados anteriormente corroboram com os dados encontrados neste
trabalho.

Comparando os resultados dos ensaios com os valores orientadores proposto pelo
CONAMA (2009), observou-se que o Planossolo apresentou um valor que altera o ciclo de
vida da E. andrei, neste caso o CEsg, abaixo do proposto pela legislacdo para o valor de
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prevencédo, que seria de 60 mg.kg™. A E. andrei no Argissolo possui uma CEs, valor bem
proximo, um pouco acima do valor de prevencdo e o Latossolo ndo foi possivel calcular a
CEsp. A disponibilidade do cobre variar de acordo com as propriedades do solo, interferindo
na sensibilidade da E. andrei nos diferentes tipos de solo.

4.1.3. Folsomia candida: ensaio de letalidade e reproducéo

Para avaliacdo resultante do cobre, no solo sobre a populagéo de artropodes, foi feito
um ensaio de reprodugdo com Folsomia candida e os efeitos desse contaminante, sobre a
reproducéo e a letalidade como podem ser visto nas Figuras 12 e 13.. O pH e a condutividade
elétrica ndo foram modificadas durante o ensaio.

O Planossolo foi 0 solo no qual o melhor se desenvolveu o Folsomia candida, tendo
nimero maior de juvenis chegando a uma média nas quatro repeti¢fes de 443 individuos no
solo natural. O Latossolo foi 0 solo em que teve a menor taxa reprodutiva dos organismos.

O pH se manteve constante durante o ensaio, variando pouco. A condutividade elétrica
também pouco variou durante o0 ensaio e a umidade também.

Através do efeito do cobre, sobre a reproducdo de juvenis pode-se compreender que 0
Planossolo teve abundancia de juvenis na testemunha, porém o numero de individuos
aumentou na primeira dose de 30 mg.kg™ (Figura 13). Esse valor diminuiu na dose seguinte,
porém a reducdo s foi significativa na dose de 120 mg.kg™, chegando a ter a inexisténcia
juvenil na dltima dose de 700 mg.kg™. O cobre ndo causou letalidade do mais que 50% dos
individuos adultos de Folsomia candida no Planossolo. Na ultima dose, atingiu apenas 37%.
Entretanto, apesar de ndo eliminar os individuos, foi observado que na ultima dose o0s
organismos ndo se alimentaram corretamente, logo, observou-se os restos do alimento no
recipiente. Isso favoreceu o desenvolvimento do fungo (Figura 14), nas doses iniciais isso
ndo foi observado, os organismos se alimentaram normalmente. Também foi percebido que os
organismos adultos ndo cresceram, continuaram pequenos, muito menores que 0S organismos
do controle. Essas duas observacdes demonstraram que apesar de ndo matar 0s organismos,
ocorreram outras alteracdes no ciclo de vida, além de inibir a reproducdo, o organismo adulto
apresentou dificuldade para se desenvolver normalmente.

O Argissolo reproduziu 0 mesmo na testemunha, sendo menor que no Planossolo,
chegando a0 maximo de 270 juvenis (Figura 13).. Na primeira dose, 30 mg.kg™, esse solo
sofreu uma reducdo significativa de individuos e assim se manteve até a ultima dose. A
letalidade mé&xima sofrida pelo os adultos desse solo foram de 25% na maior dose (Figura 12).
Assim como ocorreu no Planossolo nas ultimas doses ndo morreram mais de 50% dos
organismos, mas foi observado alteragfes. Os organismos nédo se alimentaram corretamente
favorecendo o desenvolvimento de fungo no recipiente, e também ndo cresceram quando
comparados a testemunha.

De modo semelhante a Eisenia andrei o Latossolo foi o solo em que o F. candida
apresentou a taxa de reprodugdo mais baixa e o apresentou diferenca significativa na redugédo
dos juvenis somente nas maiores doses. Houve uma reducao significativa dos juvenis na dose
de 350 mg.kg™ (Figura 13).. Também ocorreu baixa letalidade nos adultos deste solo, o indice
méaximo foi de 15% de letalidade. Assim como nos solos anteriores, 0s organismos adultos
nédo cresceram e nem se alimentaram adequadamente. Nursita et al. (2005). Verificou-se que o
mesmo fendmeno de auséncia de crescimento nos Collembolas para as doses de cobre entre
300 e 1500 mg.kg™.
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Figura 12. Taxa de letalidade em porcentagem da F. candida durante o ensaio de letalidade
diante das concentracdes de cobre em mg.kg™.
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Figura 13. Relacdo entre numero médio de Juvenis de F. candida no ensaio de reprodugédo
nas diferentes doses de Cobre em mg.kg™. Barra de Erro. * dose onde ocorreu diferenca
significativa pelo programa estatistico Statistic.
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Figura 14. Fungo no solo da dose de 700 mg.kg™ de Cu no ensaio com Folsomia candida
indicando que os organismos n&o se alimentaram corretamente.

As concentragdes que causam efeito no ciclo de vida dos organismos estdo na Tabela
6. O Planossolo apresentou um CENO menor ou igual que 120 mg.kg™, e um CEO de 120
mg.kg! de Cu. A concentracdo efetiva de cobre no Planossolo é CEsy, 117 mg.kg™.
Comparando os valores estimados, esse valor de CEsq € maior que o encontrado para 0
mesmo solo para Eisenia andrei, que foi bem mais baixo. Isso demonstra que ha diferenca na
sensibilidade dos organismos, pois foi aplicada a mesma dose, no mesmo solo, e ocorreu
mortalidade dos juvenis em doses diferentes.

Para letalidade ndo foi possivel estimar CLso do Planossolo, pois ndo chegou a ocorrer
letalidade em 50% dos individuos, portando o programa Priprobit ndo rodou os dados. Foi
possivel encontrar CL;, onde para o solo esse valor de cobre foi de 137 mg.kg™. Mas como
foi elucidado anteriormente, apesar de ndo matar os individuos algumas alteragdes foram
observadas, como a falta de crescimento e ma de alimentac&o.

No Argissolo foram percebidos, efeitos deletérios na primeira dose, tendo um valor de
CENO menor ou igual a 30 mg.kg™® e CEO de 30 mg.kg™. Todavia a reducéo de 50% na
reproducdo dos organismos s6 ocorreu efetivamente depois, tendo o valor de CEs, de 138
mg.kg™ (Tabela 6). Esse valor detectado foi préximo ao Planossolo para 0 mesmo organismo,
porém este é um pouco maior. Atentando para a

Figura 13 pode-se verificar que os valores estimados ndo sdo valores onde a
reproducdo € total inibida, e sim onde ela € inibida em 50% seu numero de individuos,
diferenciando do CENO e CEO. Contudo esse valor foi menor para 0 mesmo solo quando foi
avaliado a Eisenia andrei, em mesmas condigdes, obtendo CEs, 61 mg.kg?, indicando a
diferenca de sensibilidade dos organismos.

Em relacdo a letalidade assim como no Planossolo, ndo ocorreu morte de 50% dos
individuos, sendo assim, o programa Priprobit ndo pode estimar a CLso. Porém foi possivel
estimar o CLyo, onde este valor foi de 45 mg.kg™ (Tabela 6). O mesmo fendmeno que ocorreu
com o Planossolo também aconteceu no Argissolo, 0s organismos ndo morreram, porém nao
se desenvolveram adequadamente.

O Latossolo foi 0 solo que apresentou o maior valor na alteracdo do ciclo de vida da
Folsomia candida, apresentou um CENO de menor/igual a 350 mg.kg™ e um CEO de 350
mg.kg™. O programa Statistica estipulou que a concentracio que causa a reducio de 50% dos
juvenis é menor que a prevista no CENO, estimando um CEsy 299 mg.kg™ (Tabela 6). N&o se
pode comparar esses valores, com o obtido para 0 mesmo solo com Eisenia andrei, pois ndo
houve reproducédo para este organismo neste solo, sendo o F. candida mais adaptado.

Néo foi possivel ser calculada a letalidade neste solo, como, observado na Figura 13,
chegou a ser atingido 15% de letalidade dos organismos na maior dose, porém devido a
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distribuicdo dos dados, o programa Priprobit ndo conseguiu calcular as concentrages letais.
Os mesmos fendmenos que ocorreram nos outros solos de alimentacdo incorreta e falta de
crescimento, foram observados neste solo, o adulto ndo se desenvolveu de forma saudavel
como foi observado no controle.

Tabela 6. Valores de CENO (Concentracdo de Efeito ndo Observado), CEO (Concentracdo
de Efeito Observado), CEsy (Concentracdo Efetiva Média), CLyo (Concentracdo Letal
Média), para o cobre em mg.kg™ nos trés solos obtidas através dos ensaios de reproduco
realizados com Folsomia candida.

CENO CEO CEx CLy
Planossolo <120 120 117 137
(83-151)
Latossolo <350 350 299 *
(156-441)
Argissolo <30 30 138 45
(73-203)

1. CENO, CEO e CEs, obtidos através do programa statistica. 2. CLy, obtidos através do programa Priprobit. 3. Entre
parénteses intervalo de concentracdo de cobre. * Nao foi possivel calcular a dose.

Comparando os resultados com outros estudos Natal-da-Luz et al (2011b) estudando
Folsomia candida encontrou um valor de CEsqy 42,4 mg.kg'l, esse valor foi abaixo do dos
resultados analisados, porém o contaminante utilizado foi cloreto de cobre, e ndo o nitrato de
cobre como neste estudo. A diferenca da substancia teste deve ser considerada ja que ha
diferenca de solubilidade entre as substancias (BRUSS PERDENSEN et al 2000). Bruss
Perdensen et al (2000), utilizando sulfato de cobre encontrou um valor bem mais alto do que o
encontrado neste documento, uma CEsy 657 mg.kg™. Também foi alto o valor encontrado por
Nursita et al (2005) que utilizando outra espécie de Collembola, Proisotoma minuta, porém
utilizando nitrato de cobre como contaminante, encontrou um valor de CEsy 696 mg.kg™.
Sandfer e Hopkin (1997) explorou a F. candida e nitrato de cobre, em solo artificial, nas
mesmas condices impostas por este trabalho, encontrou em seu ensaio um CEso 700 mg.kg™.
Nenhum dos estudos acima conseguiu determinar a concentracdo letal CLso. Somente Natal-
da-Luz et al (2011b), encontrou valores de CEsp mais baixos que esse estudo 0s outros autores
encontraram valores muito mais altos. Em alguns destes trabalhos foram utilizados solos
artificiais, para determinacéo das doses tendo comportamento diferente do que foi encontrado,
isso reforca que a utilizacdo de solos naturais para avaliagdo do efeito do cobre nos
organismos é essencial para determinar o nivel de contaminacéao.

Os valores altos para CEsg citados acima sdo bastante discrepantes, pois todos o0s
trabalhos citados possuiam concentragdes teste muito espacadas, como o exemplo este de
Sandfer e Hopkin (1997) onde as concentracdes de Cobre estudadas foram 10, 40, 200, 1000,
e 3000 mg.kg™. Segundo a ISO 11267 (1998) para que seja feita a regressdo do calculo da
concentracdo efetiva (CE) a contaminacdo ideal é uma progressdo geométrica entre 1,5-2,5
vezes no méaximo entre as doses. A distancia das concentracdes de 200 & 1000 mg.kg™, estaria
extrapolando essa regressdo, pois 1000 mg.kg™ é 5 vezes maior que 200 mg.kg™, isso pode
causar algum erro na regressao. Essa grande diferenca permite que 0s programas estatisticos
estimem muito além do que um valor mais coerente. Portanto os valores dos trabalhos
apresentados podem estar superestimados. Para o presente trabalho as concentracdes
estudadas foram proximas umas das outras, os valores CEg, foram estimados quando ocorreu
uma reducdo de 50% da populacdo, de acordo com a Figura 13.
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Né&o foi encontrada CLsp para estes ensaios e nos ensaios citados acima também nao
foram possiveis de serem encontrados. Porém, outros fenbmenos foram observados, como
auséncia de crescimento dos adultos e também alteragdes da alimentacdo dos organismos nas
Gltimas doses. Nursita et al (2005) observaram movimentos mais lentos até mesmo a
imobilidade de algumas Collembola, em concentragdes mais elevadas de todos os metais
estudados, quando comparados com 0s controles, em que 0s animais eram altamente ativos. A
levedura adicionada as amostras, com as concentraces de metal mais elevadas de Cu, ndo foi
consumida pelo Collembola e o crescimento de fungos foi observado nos recipientes. Os
mesmos fendmenos ocorreram neste trabalho, como pode ser observado na Figura 14.

O crescimento mais lento, pode ter resultado na producdo de menos ovos e ter,
subsequentemente, reduzido nimero de juvenis produzidos em amostras contaminadas. A
taxa do crescimento reduzido da Collembola, em concentragbes altas de metal, pode ser
devido ao efeito tdxico dos metais resultando em alteracBes na salde do organismo e
diminuicdo do consumo de alimentos (NURSITA et al. 2005). Foi relatado, que em
populacOes naturais da espécie Collembola, Orchesella cincta, o aumento da eficiéncia da
excrecdo consumiu mais energia e causou reducdo no crescimento dos organismos que
estavam em exposicao ao solo poluido com Cd (POSTHUMA et al., 1992 apud NURSITA et
al 2005). Sendo assim, a exigéncia de energias elevadas para a excrecdo do metal pode ser
responsavel pela reducdo da taxa de crescimento da F. candida, na presenca de metais
pesados neste estudo. Nos ensaios realizados 0s organismos mantiveram 0 seu tamanho
juvenil e ndo cresceu suficientemente, quando comparados com a testemunha. Também, ndo
houve desenvolvimento de juvenis e 0s organismos nao se alimentaram corretamente. Esses
fendmenos, sdo semelhantes aos estudos citados anteriormente, indicando os possiveis efeitos
do contaminante sobre a F. candida.

Em relacdo a contaminacéo, e caracteristicas dos solos 0 comportamento foi parecido
com o apresentado pela E. andrei, porém com uma diferenga um pouco menor entre os solos.
O Collembola se desenvolveu melhor no Planossolo e este solo demorou a apresentar uma
diferenca significativa tendo CENO e CEO maior que o Argissolo (Tabela 6), porém quando
observado a concentracdo efetiva que mata 50% dos organismos, CEsp, 0 Planossolo, assim
como na E. andrei teve menor valor para o cobre.

Os resultados de tolerancia ao cobre pela F. candida assim como para E. andrei foram
menores que os propostos pelo CONAMA (2009). Os valores encontrados no Argissolo e
Planossolo ficaram abaixo, do valor de investigacdo proposto pelo CONAMA (2009).
Somente no Latossolo a concentragdo encontrada foi maior. Como observado, duas espécies
de caracteristicas diferentes apresentaram baixa tolerancia ao cobre e diante dos valores
propostos pelo CONAMA (2009), mesmo em solos com caracteristicas quimicas e fisicas
diferentes. Essas espécies sofreriam alguma alteracdo no ciclo de vida, se o valor toleravel de
cobre proposto pela legislacdo fosse adicionado ao solo. Também houve disparidade de
valores na concentracdo efetiva CEsy para 0os organismos diante da diferenca entre os solos.
Tais resultados reforcam a necessidade da utilizacdo de teste ecotoxicol6gicos na construcao
das legislacdes ambientais. O Latossolo é capaz de receber uma concentragdo maior de cobre
no solo, sem causar problemas & F. candida.

4.2. Chumbo
4.2.1. Eisenia andrei: ensaio de fuga

Os resultados da avaliacdo comportamental da Eisenia andrei em relacdo a
contaminacdo por chumbo no teste de fuga, podem ser analisados na Figura 15. O pH e a
condutividade elétrica permaneceram estaveis durante o ensaio.
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Diferentemente do cobre onde os organismos demonstraram sensibilidade em doses
baixas no chumbo a sensibilidade ocorreu em doses maiores. No Planossolo verificou-se que
a diferenca de fuga significativa na concentracéo de 720 mg.kg™ de chumbo. O Argissolo se
mostrou mais restritivo, tendo a fuga de Eisenia andrei do solo contaminado para o controle
na dose de 180 mg.kg™. A E. andrei apresentou fuga significativa no Latossolo a partir de 360
mg.kg™, porém na dltima dose, enquanto os outros dois solos apresentaram 100% de fuga
para o controle, o Latossolo apresentou resultado equilibrado tendo 50% dos organismos em
cada lado.
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Figura 15. Média do percentual de fuga (% response) com E. andrei para as quatro réplicas,
apés ensaio de fuga nos trés solos contaminados com Chumbo (mg.kg™). Linha
pontilhada indica erro. Dados negativos ndo indicam fuga. * Diferenca significativa pelo
teste de Fisher.

Os organismos apresentaram no Planossolo diferencas significativas, somente na dose
de 720 mg.kg™, que teve 100% de fuga na maior dose 1440 mg.kg™. Nesses solos as doses
que causaram efeito no chumbo foram maiores que o cobre.

No caso de fuga dos organismos no ensaio com Argissolo em relagdo ao chumbo este
apresentou diferenca significativa na dose de 180 mg.kg™, sendo o solo restritivo a
contaminacdo aguda por chumbo, porém o mesmo s6 apresentou 80% de fuga, que é o indice
que prevé a contaminagéo do solo na dose de 720 mg.kg™. Apresentou 100% de fuga também
somente na uUltima dose sendo assim como o Planossolo. Encontrar valores significativos de
fuga para chumbo com 180 mg.kg™, é um resultado interessante para prever contaminagao,
dado que este valor de prevengdo e considerado pelo CONAMA (2009).

O Latossolo apresentou um dos resultados mais surpreendente para o chumbo apesar
de obter diferenca significativa em valores menores de fuga que o Planossolo, 360 mg.kg™, e
apresentar mais de 80% de fuga na dose de 720 mg.kg™ (indicando contaminago). No ensaio
da Gltima dose, enquanto os outros solos apresentaram 100% de fuga, o Latossolo apresentou
50% dos organismos em cada lado. Esse resultado ndo era esperado no ensaio, porém, Natal-
da-Luz et al (2008) afirmaram em seu trabalho que solos de textura fina podem mascarar
resultados de contaminacao, alterando o comportamento de evasdo dos organismos.
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Os ensaios foram feitos nas mesmas condi¢Oes para todos os solos, diferentemente do
cobre, onde observou-se um padrdo no chumbo, no qual esse comportamento de fuga foi
diferente. Natal-da-Luz (2008) explanou em seus estudos com solo artificial, que pequenas
diferencas na quantidade de matéria organica no solo de textura fina podem ser menos
importantes para influenciar a resposta de fuga de minhocas, do que pequenas quantidades de
matéria organica em um solo arenoso ou médio. Ele constatou em testes de fuga, comparando
diferentes classes de textura com o mesmo teor de matéria organica, a fuga em texturas finas
era maior que em outros tipos de solo.

Neste trabalho foi encontrado que o Latossolo além de ser o solo com textura mais
fina também é o solo com maior teor de matéria organica. As caracteristicas desse solo
influenciaram no comportamento diferenciado dos organismos.

4.2.2. Eisenia andrei: ensaio de letalidade e reproducéo

Os resultados referentes ao ensaio de reproducdo e letalidade de Eisenia andrei nos
trés solos contaminados com diferentes concentragfes de chumbo estdo nas Figuras 16 e 17.
A reproducdo de juvenis pela E. andrei apresentou uma reducdo significativa no Planossolo
na primeira dose de chumbo de 72 mg.kg™. Para Argissolo também apresentou reducéo
significativa na primeira dose. Para o Latossolo, assim como no cobre, ndo apresentou taxa
natalidade, ndo sendo encontrado nenhum individuo em nenhuma das concentra¢fes, mesmo
no controle. O pH possui umidade e condutividade elétrica se mantiveram estaveis durante
todo o processo.

No Planossolo o controle da média de juvenis foi de 31,2 individuos, caindo para uma
média de somente 1 juvenil e aumentando um pouco na dose seguinte, porém, chegando a
zero na dose de 180 mg.kg™ (Figura 17). O Planossolo foi o Gnico solo em que a E. andrei
apresentou letalidade ao chumbo, chegando a 100% na dose de 720 mg.kg™. Os organismos
foram mais sensiveis ao chumbo no Planossolo.

Para o Argissolo a E. andrei, também foram apresentadas diferencas significativa na
diminuicéo da reproducéo na primeira dose de 72 mg.kg™, onde a testemunha apresentou uma
média de 38 juvenis, e na dose seguinte esse numero caiu para 12 juvenis (Figura 17). As
doses seguintes continuaram com comportamento semelhante, diferindo estatisticamente do
controle. A reproducdo foi totalmente inibida somente na dose de 720 mg.kg™. O Argissolo
ndo apresentou 50% de letalidade chegando ao maximo de 5% de letalidade na Gltima dose.
No entanto foi verificado que na Gltima dose a E. andrei ndo se alimentou corretamente.
Quando a comida foi reposta, depois de 15 dias de ensaio, foi verificado que ainda havia aveia
no recipiente, indicando que a E. andrei ndo se alimentou. Também foi atentado a perda de
massa de até quase 50% do peso original.

O Latossolo ndo teve presenca de juvenis sendo inapto a reproducdo de E. andrei.
Assim como ocorreu no ensaio com cobre ndo houve reproducdo nem mesmo no controle. A
letalidade foi baixa nesse solo sendo menor que 10%. Todavia foi verificado, alteracbes no
peso dos organismos e também foi verificado que eles ndo se alimentaram corretamente na
Gltima dose, assim como no Argissolo.
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Figura 16. Taxa de letalidade em porcentagem da E. andrei diante das concentragfes de
chumbo em mg.kg™.
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Figura 17. Relagdo entre nimero médio de Juvenis de E. andrei nas diferentes doses de
Chumbo em mg.kg™. Barra de Erro. * Dose onde ocorreu diferenca significativa pelo
programa estatistico Statistica.

Os resultados sobre a reproducédo e letalidade da E. andrei em relagdo ao chumbo
geraram valores limitantes ao seu desenvolvimento. No Planossolo a inibicdo da reproducéo
na primeira dose, apresentou um valor de CENO menor ou igual a 72 mg.kg™ e um CEO 72
mg.kg™. Como a reproducéo foi praticamente zero, na primeira dose o programa estatistico
gerou uma concentracdo efetiva de CEsy 13,98 mg.kg™ (Tabela 7) sendo este o valor mais
baixo de todos os ensaios realizados.
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Em relacdo & letalidade a E. andrei foi pouco resistente ao chumbo no Planossolo na
dose de 720 mg.kg™, houve 100% de letalidade dos individuos permanecendo assim na Gltima
dose. Diante desse resultado o programa Priprobit estimou uma CLs, de 437,93 mg.kg™ de
chumbo (Tabela 7).

No Argissolo a E. andrei apresentou diferenca significativa sobre a reproducéo na
primeira dose. Esse resultado gerou valor de CEO de 72 mg.kg™, um CENO menor igual a 72
mg.kg™ Como a reproducdo foi baixa o programa Statistica estimou uma CEs; de 53,92
mg.kg™, onde seria diminuido o a 50% a populacdo de juvenis (Tabela 7). Esse valor assim
como no Planossolo esta abaixo do valor estudado, portanto concentragdes menores que a
primeira dose j& causam efeito na populagdo de E. andrei. Esse valor também est4 abaixo do
proposto pelo CONAMA (2009) para o valor da prevencdo. O Argissolo ndo foi atingido a
letalidade com as doses testadas, somente de 6% da populagdo. Porém o programa Priprobit
estimou uma dose de CLso 1869 mg.kg™ um pouco maior que a dose utilizada nos ensaios,
que foi de 1440 mg.kg™, mas esse valor seria uma estimativa, dado que este valor ndo foi
testado efetivamente. Provavelmente valores maiores préximos a 1869 mg.kg™ atingiriam a
letalidade de 50% da populacéo.

Como nao houve reproducdo no Latossolo ndo foi possivel estimar o CENO e CEO,
CEso. N&o foi possivel estimar o valor de chumbo que causasse alteracdo nos individuos para
esse solo. Deve entdo testar outro solo com caracteristicas semelhantes para estudar o
chumbo. Essa espécie de oligochaeta em testes laboratoriais, ndo conseguiu se reproduzir
neste solo. Porém outras espécies podem vir a se desenvolver, deve-se fazer uma amostra da
fauna local deste solo para verificar quais espécies sdo naturais da regido.

N&o houve letalidade dos adultos no Latossolo diante das concentragdes de chumbo
experimentadas. Houve apenas letalidade de 6% das minhocas, porém o programa Priprobit
estimou a dose que causaria letalidade de 50% da populacéo CLs 1825,42 mg.kg™, (Tabela 7)
sendo um pouco acima da dose estudada de 1440 mg.kg™.

Tabela 7. Valores de CENO (Concentragéo de Efeito ndo Observado), CEO (Concentragdo
de Efeito Observado), CEsy (Concentracdo Efetiva Média), CLsp (Concentracdo Letal
Média), para o chumbo em mg.kg™ nos trés solos obtidas através dos ensaios realizados

com E. Andrei.
CENO CEO CEx Clso
Planossolo <72 72 13,98 437,93
(5,03-22,93)
Latossolo * * * 1825,42
Argissolo <72 72 53,92 1869

(24,26-83,58)

1. CENO, CEO e CE50 obtidos através do programa statistica. 2. CL50 obtidos através do programa Priprobit. 3. Entre
parénteses intervalo de concentragéo de cobre. * nédo foi possivel calcular os valores na estatistica.

Para E. andrei no Planossolo e no Argissolo os valores encontrados, que alteram a
reproducéo da espécie esta abaixo do valor de prevencéo proposto pelo CONAMA (2009) que
é de 72 mg.kg™ evidenciando mais uma vez a importancia dos ensaios ecotoxicoldgicos.

Outros autores acharam valores diferentes para a tolerancia ao chumbo no solo.
Spurgeon et al (1994) utilizando solo artificial, encontrou chumbo sendo um dos metais
menos toxico entre os estudados encontrando uma CEsy 1940 mg.kg'l e ClLsgo 3760 mg.kg'l.
Também utilizando o mesmo contaminante em um solo artificial, Langdon et al (2005)
encontraram valores altos também como CEsg 2841 mg.kg'1 e CLso 5824 mg.kg'l. Bradham et
al (2006) utilizou em diferentes solos naturais para verificar contaminagdo em E. andrei, ndo
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estabeleceu CEsp e CLs, porém relatou letalidade de 50% dos organismos em alguns solos
acima do valor de 2000 mg.kg™, em alguns deles até 100% de letalidade. Esses valores sdo
elevados, comparando com os valores encontrados neste trabalho. A letalidade ocorreu
somente nas Ultimas doses dos solos estudados, porém a reproducdo foi inibida logo nas
primeiras doses, dando resultados de CEsp baixos. Deve-se observar que o trabalho de
Spurgeon et al (1994) e Langdon et al (2005) utilizaram solos artificiais, portanto podem
apresentar resultados diferente quando comparados em solos naturais que possuem Varios
outros fatores que podem influenciar na retengdo do metal. Elucidando o experimento de
Bradham et al (2006) citado anteriormente, os solos naturais também obtiveram valores mais
baixos que os artificiais, assim como no presente trabalho. Isso afirma a necessidade dos
contaminantes serem cada vez mais testados em solos naturais, com diferentes texturas para
que possa verificar o comportamento da E. andrei diante da contaminagdo em solo natural.

A forma de absor¢do de metais pela E. andrei ndo foi estudada neste trabalho, porém é
de suma importancia que seja comentado visto que assim como a reproducdo foi inibida, a
letalidade n&o foi atingida em todos os solos e o ensaio de fuga teve resultados diferente ao de
reproducéo, as vias de absor¢do sdo um importante fator na geracao desses valores.

Como uma espécie ultra epigeica da E. andrei alimenta-se quase gque inteiramente na
superficie do solo em matéria organica (LANGDON et al, 2005), portanto quase ndo ingere o
contaminante, tem maior contato na superficie de sua pele. Spurgeon e Hopkin (1995)
sugerem que a capitacdo do metal feita pela E. andrei seja de forma dérmica Langdon et al
(2005) observaram que as concentra¢des de chumbo encontradas no tecido das minhocas e no
solo eram iguais devido a disponibilidade do Pb no solo, uma vez que foi adicionado na forma
de solugdo. Porém espécies como L. rubellus e A. cartilaginosa além de viverem dentro do
solo também fazem parte de sua alimentagdo, tiveram valores de CEsy e CLsp menores que 0
da E. andrei. Isso ocorre pois além do contato dérmico, também o utilizam o solo durante a
alimentacdo (LANGDON et al, 2005). As diferencas das vias de absorcdo dos Oligochaetas
interferem na sensibilidade da espécie. Mesmo sendo do mesmo grupo taxondmico espécies
com absorgéo diferente podem obter concentragdes de CLsq e CEsp diferentes. E recomendado
considerar as vias de absorcdo, na hora de comparar as concentracdes obtidas nas diferentes
espécies. A absorcdo pelos Oligochaetas pode ocorrer de formas diferentes, porém
independente da forma, quanto mais o metal estiver livre na solugdo do solo, mais passivel as
minhocas estardo de serem contaminadas.

4.2.3. Folsomia candida: ensaio de letalidade e reproducéo

Foi observada a influéncia do chumbo no ciclo de vida da Folsomia candida, e estes
valores podem ser vistos nas Figuras 18 e 19. O Planossolo foi o solo que melhor se
desenvolveu o F. candida tendo maior nimero de juvenis entre os trés na testemunha, 377
individuos e o Latossolo foi 0 solo menos favoravel.

N&o houve alteragdo no pH, condutividade elétrica e umidade durante o ensaio.

O Planossolo s6 apresentou diferenca significativa quanto a diminuicdo da reproducao
de juvenis a partir da dose de 720 mg.kg™ de chumbo (Figura 19). Anteriormente a essa dose,
a reproducdo ocorreu normalmente, aceitando concentracdes altas chumbo neste solo. Ao
comparar com os resultados de Eisenia andrei, onde esse valor foi muito mais baixo na
primeira dose. Pode-se perceber que neste solo houve um pequeno aumento de juvenis na
primeira dose de chumbo, sendo maior que a testemunha, depois esse valor cai. Esse solo teve
100% de letalidade na ultima dose, quando comparados com o0s outros solos foi o Unico solo
ter letalidade de adultos na dose de 1440 mg.kg™.

Para o Argissolo é possivel observar um comportamento diferente na reproducdo, na
primeira dose ha uma grande queda no numero de juvenis, dando diferenga significativa na
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reproducado, seguido de um aumento de juvenis, chegando préximo ao valor da testemunha,
permanecendo estavel até cair de novo na dose de 720 mg.kg™ e assim se manter (Figura 19).
O organismo apresentou uma sensibilidade na primeira dose, aumentou seu nimero de
individuos nas préximas doses tendo uma reducdo em doses mais altas.

N&o houve letalidade de pelo menos 50% dos individuos. O valor de letalidade mais
alto encontrado neste solo foi de 27% nas Ultimas doses (Figura 18). Porém assim como
ocorreu nos ensaios anteriores, foi observado que os individuos de F. candida ndo se
alimentaram, o que favoreceu o desenvolvimento de fungos (Figura 20) e também os
organismos ndo cresceram o suficiente na Gltima dose, permanecendo no tamanho de juvenil.

De todos os ensaios realizados, com E. andrei e F. candida, o ensaio de chumbo no
Latossolo, avaliando o desenvolvimento da Folsomia candida, obteve o resultado mais
diferente. Na primeira dose de 72 mg.kg™ teve uma queda muito grande do ndmero de
juvenis, indo para uma média de somente 21 individuos apresentando diferenca significativa
(Figura 19). Depois esse numero de juvenis aumenta bastante chegando a 320 juvenis na dose
de 180 mg.kg™, sendo até maior que o controle, e volta diminuir. Porém na Gltima dose esse
nimero aumenta de novo. Diante disso tem-se diferenca significativa na reducdo da
reproducdo dos organismos, nas doses de 72 mg.kg™, 120 mg.kg™?, 180 mg.kg™ e 720 mg.kg™,
nas outras ndo ha diferenga. Esse comportamento de aumento e redugdo do nimero de juvenis
n&o foi observado em nenhum ensaio com cobre ou com chumbo, somente neste ensaio, tendo
todas as repeti¢fes quantidades semelhantes, ndo se observou possivel erro experimental.

A letalidade chegou a 25% na dose de 720 mg.kg™, ndo matando 50% dos juvenis em
nenhuma das doses (Figura 18). Porém o mesmo que ocorreu nos ensaios citados, aconteceu
neste solo, o individuo ndo se alimentou e o fungo se proliferou. Também ndo houve
crescimento nos adultos, preservando-se no tamanho de juvenis. Nursita et al (2005)
observaram uma reducdo significativa no tamanho dos adultos para as duas Ultimas
concentracBes de Pb (1500 e 3000 mg.kg™), assim como ocorreu neste ensaio, 0s organismos
ndo se alimentaram corretamente, favorecendo a proliferacdo de fungos. De acordo com o que
foi discutido anteriormente, a mé alimentagdo e auséncia de crescimento dos adultos séo
consequéncias da contaminacdo do metal, onde o organismo investe sua energia metabolica
em eliminar o metal absorvido, prejudicando outros desenvolvimentos.
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Figura 18. Taxa de letalidade em porcentagem da F. candida diante das concentracdes de
chumbo em mg.kg™.
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Figura 19. Relacdo entre nimero médio de Juvenis de F. candida nas diferentes doses de
Chumbo em mg.kg™ nos trés solos. Barra de Erro. * Diferenca estatistica significativa
pelo programa Statistica.

Figura 20. Fungo nas maiores doses de Chumbo, indicando que os F. candida nédo se
alimentaram.

Os dados obtidos geraram valores limitantes ao desenvolvimento dos organismos. Para
o Planossolo foi alcangado um valor de CENO menor que 720 mg.kg™ e um CEO de 720
mg.kg™ (Tabela 8). Como nio foi testada a concentragdo entre esses valores e 360 mg.kg™ o
programa Statistica gerou um valor de CEs, de 552 mg.kg™, em que se inibe a reproducéo de
50% dos organismos. Este valor foi alto em comparagdo com os resultados obtidos no mesmo
solo para E. andrei, onde esse valor foi CEsy 13 mg.kg™. Isso demonstra que a contaminac&o
por chumbo pode ser prejudicial aos organismos em diferentes concentragdes dependendo do
seu nicho ecoldgico. Todos os organismos adultos morreram na Ultima dose, esse resultado
gerou um valor de CLso de 762 mg.kg™, mais alto do que para E. andrei de 437,93 mg.kg™.

No Argissolo ocorreu uma diminuigdo dos juvenis na primeira dose, provocando
diferenca significativa, e mesmo aumentando o numero de juvenis nas doses seguintes esse
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resultado gerou um CENO menor ou igual a 72 mg.kg™ e um CEO de 72 mg.kg™ (Tabela 8).
Porém como o numero de juvenis ndo chegou a 50% de reducdo, a CEsp que 0 programa
Statistica estipulou foi de 782 mg.kg™, superior que o valor estipulado para E. andrei que foi
de 53,92 mg.kg™ de chumbo. Assim como em todos os ensaios, pode-se observar a diferenca
entre organismos para as mesmas condi¢des do contaminante. Nao foi possivel encontrar
CLso, pois ndo houve letalidade de 50% dos individuos, todavia, o valor de CL,, foi de 139
mg.kg™ (Tabela 8).

O Latossolo apresentou resultados oscilantes sobre o desenvolvimento de juvenis.
Como logo na primeira dose houve uma reducdo grande de juvenis, o valor de CENO foi
menor ou igual 72 mg.kg™ e o de CEO de 72 mg.kg™, calculado pelo programa Statistica
(Tabela 8). Porém como os resultados das doses foram bem discrepantes, em um momento
aumentando e outro diminuindo, ndo foi possivel encaixar os dados em nenhuma das
equacdes propostas pelo programa Statistica. Sendo assim ndo foi possivel calcular CEso. Mas
como foi observada a diminui¢do de individuos logo na primeira dose, é indicado que a
contaminacdo ndo exceda esse valor, pois ha o alerta que podera causar alguma alteragdo no
ciclo de vida dos organismos.

No Latossolo nédo foi atingida a porcentagem de 50% de letalidade em nenhuma das
doses estudadas. Apesar de ter atingido até 25% de letalidade na dose de 720 mg.kg™ e 20%
na dose de 1440 mg.kg™ (Figura 18), ndo foi possivel calcular a CLyo e nem CLso. Os dados
ndo se adequaram ao programa Priprobit (Tabela 8). Quando o programa Ié que em uma
concentracdo menor, como de 720 mg.kg™, ocorreu 25%, tem letalidade maior que a dose
seguinte, 1440 mg.kg™, houve 20% de letalidade, ndo consegue reconhecer os valores e assim
ndo pode calcular a CLso.

Tabela 8. Valores de CENO (Concentracdo de Efeito ndo Observado), CEO (Concentracdo
de Efeito Observado), CEsy (Concentragdo Efetiva Média), CLsp e CLio(Concentracdo
Letal Média), para o chumbo em mg.kg™ nos trés solos obtidas através dos ensaios de
reproducdo realizados com Folsomia candida.

CENO CEO CEso CLyo CLso
Planossolo <720 <720 552 152 762
454-650
Latossolo <72 <72 * * *
Argissolo <72 <72 782 149 *
626-939

1CENO, CEO e CEs obtidos através do programa statistica. 2 CLs, obtidos através do programa Priprobit.. 3
Entre parénteses intervalo de concentracdo de chumbo. * ndo foi determinado valor pelo teste estatistico.

Diferentes dos outros ensaios, o F. candida foi bem resistente ao chumbo em todos 0s
solos. Apesar de apresentar diferenca significativa na reproducdo em relagdo ao controle em
doses baixas, o efeito s foi observado em doses bem acima do que esta previsto na legislacdo
do CONAMA (2009). Para o F. candida, no caso do chumbo, os valores previstos na
legislacdo, ndo causariam problemas no seu ciclo de vida, apesar de ter outras alteragdes, visto
0 CENO e CEO.

Assim como ndo foi encontrado valor de CEs, para o Latossolo neste estudo outros
estudos também ndo encontraram, como Nursita et al (2005) que ndo conseguiu estimar valor
de CEso. Os autores Sandfer e Hopkin (1997) encontraram valor altissimo para CEsy 2790
mg.kg™. Porém assim como citado anteriormente, Sandfer e Hopkin (1997) utilizaram
concentracBes bem distantes nos ensaios, 100, 400, 2000, 10000 e 50000 mg.kg™ de Nitrato
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de Chumbo, o que pode interferir nesta concentragdo os valores encontrados neste trabalho,
ficaram entre 552-782 mg.kg™. A utilizacdo de doses tdo distantes pode interferir no valor de
CE50.

Os organismos estudados sdo resistentes ao chumbo, tolerando valores muito altos.
Nursita et al (2005) relata que Collembola apresentou alta reproducédo em solo contaminado
com Nitrato de chumbo, mesmo com maior concentra¢cdo o0 nimero expressivo de juvenis,
foram observados em todos os solos tratados com Pb, encontrada na amostra de controle.
Sandfer e Hopkin (1997) afirmam que o Collembola pode ser mais resistente ao chumbo que
outros metais. Estes resultados podem ser explicados pelo Collembola ter um mecanismo de
prevencdo ou por mecanismos de tolerancia de células intersticiais, em que o chumbo é
temporariamente ligado com essas células e subsequentemente removido do corpo através da
mudanca de epitélio (JOOSSE; VERHOEFF, 1983, NURSITA et al, 2005).

4.3. Discussao Geral
Avaliando todos os ensaios realizados, tém-se 0s seguintes resultados na Tabela 9.
Tabela 9. Valores de CENO (Concentragdo de Efeito ndo Observado), CEs, (Concentragdo
Efetiva Média), CLsy e CLjg(Concentracdo Letal Média) para cobre e chumbo em

mg.kg™ nos trés solos obtidas através dos ensaios de reproducéo e letalidade realizados
com Folsomia candida e Eisenia andrei.

Cu
Eisenia andrei Folsomia candida
CENO CEso CLso CENO CEso CLyo
Planossolo <30 29 435 <120 117 137
Latossolo * * 692 <350 299 *
Argissolo <30 61 690 <30 119 42
CONAMA  Prevencéo 60 Intervencao 200
Pb
Eisenia andrei Folsomia candida
CENO CEso ClLso CENO CEso ClLso
Planossolo <72 14 438 <720 555 762
Latossolo * * 1825 <72 * *
Argissolo <72 54 1869 <72 782 *
CONAMA  Prevencéo 72 Intervencao 180

Valores estimados por programas estatisticos, Statistica para CE e CENO e Priprobit para CL. * Nao foi
possivel calcular as concentragdes.

Nos ensaios realizados os valores de CENO, CE e CL foram diferentes quando
comparados aos organismos e metais. Os ensaios com E. andrei Latossolo e Argissolo
tiveram CLso semelhante, apesar da caracteristica diferente entre os dois. Nos ensaios com F.
candida Argissolo e Planossolo apresentaram valores mais proximos de CEs, para cobre. Em
todos os ensaios realizados, independente do metal, do CENO, o Planossolo foi o solo que
obteve os valores mais baixos de concentracdo efetiva (CEsp). Em alguns casos mesmo com
CENO mais alto, como no ensaio de Folsomia candida com cobre e chumbo, quando
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calculado a concentracéo efetiva que inibe 50% dos juvenis, CEsp, esse valor foi menor que 0s
solos que apresentaram menor CENO. Logo, a reducédo de 50% da populacdo, quando ocorreu
foi mais acentuada que os outros solos.

Em sua andlise sobre a influéncia das caracteristicas do solo, sobre a toxicidade de
metais para os invertebrados do solo, Van Gestel et al (1995) concluiu que o pH, a capacidade
de troca catibnica, argila, e teor de matéria organica do solo sdo parametros do solo
importantes que afetam a biodisponibilidade dos metais. De acordo com estudos
ecotoxicoldgicos, Lock (2000) diz que a quantidade de matéria organica e pH sdo os fatores
que mais influenciam na absorcdo dos metais pelos organismos. Bradham et al (2006)
verificou em estudos com varios solos naturais de contaminagdo por chumbo, que para a
reproducdo a mais importante propriedade do solo é de déxidos de ferro e aluminio amorfos
(FEAL). Porque FEAL ¢ rica em sitios de troca catidnica dependentes do pH estas e outras
propriedades como capacidade de troca catiénica, ttm um efeito causal sobre a adsorcao de
Pb.

A revisdo realizada por Nahami (2007), sobre varios estudos com metais em
ecotoxicologia explicita que: o pH; o aumento do teor de matéria organica (CORP;
MORGAN, 1991; MA et al, 1983); a capacidade de troca catiénica e cations no solo (BEYER
et ai, 1987; LOCK; JANSSEN, 2001; MORGAN; MORGAN, 1988); tamanho de particulas
de argila (JANSSEN et al, 1997) de Fe e Al oxi-hidroxidos (JANSSEN et al., 1997;
PEIJNENBURG et al, 1999) séo fatores que reduzem a disponibilidade dos metais no solo.
Em todos os casos 0 aumento nestes parametros aumenta a adsorcao de ions metalicos para as
particulas do solo, reduzindo assim a concentragcdo de metais na solucao do solo, aumentando
a disputa por sitios de adsorcdo, ou reduzindo a concentracdo de ions metalicos livres na
solugédo por complexacdo, reduzindo assim a disponibilidade de metais para as minhocas.

O presente trabalho atenta que o Planossolo foi 0 solo mais restritivo a contaminacgéo
por ser um solo arenoso. A textura foi o parametro que mais influenciou nos resultados dos
ensaios ecotoxicoldgicos. Além do mais, este solo também possui menor teor de matéria
orgénica (Tabela 2 e Tabela 3). A textura arenosa e 0 baixo teor de matéria organica do
Planossolo favorecem a disponibilidade dos metais em solucdo por ter menor quantidade de
sitios de adsor¢do disponiveis. Consequentemente o metal fica mais disponivel em solucéo
favorecendo a absorcdo pelos organismos do solo. Sposito (2008) diz que solos arenosos tém
tendéncia a deixar os metais mais disponiveis na fase liquida por conter menos sitios de
ligacao.

Todos os solos se encontram dentro da faixa de pH de disponibilidade de metais (5,5-
6,5) proposta por Alloway (1988). Martinez e Motto (2000) encontraram um limiar de
disponibilidade de pH 5,2 para chumbo e 5,5 para cobre. Portando nos ensaios realizados o
pH nao causou influéncia na disponibilidade dos metais no solo. Porém o Latossolo possui 0
pH maior que os outros solos, favorecendo maior reten¢do dos metais deixando-0s menos
disponivel. O fato do Latossolo também ter maior teor de matéria organica e textura muito
argilosa, favorece que o metal seja mais adsorvido que nos outros ensaios. Devido ao tempo
de incubacdo, quase todo metal inserido no solo em forma de solucéo foi adsorvido nos sitios
de ligacdo deste solo, quase ndo os deixando em solugdo. Isso explica os resultados de
concentracdo efetiva mais alta neste solo e também a reacdo dos organismos em outros
ensaios.

Em todos os ensaios o Folsomia candida apresentou valores de CEsy e CLsy maiores
que a Eisenia andrei, demonstrando que a E. andrei € mais sensivel aos metais que o F.
candida. Percebe-se que os valores para Collembola sdo bem maiores que para Oligochaeta,
sendo até 3 vezes maior. Um dos fatores a considerar para tal diferenca de valor é o nicho
ecoldgico de cada grupo. A E. andrei vive dentro do solo, se alimenta de matéria organica,
pode ingerir solo, o F. candida vive nos poros do solo, mais superficialmente e se alimenta
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principalmente de fungos. Bruss Perdensen et al (2000) afirma que uma vez que o Collembola
ndo esta ligado ao solo, outras vias de absorcdo devem ser estudadas. Como o Collembola
utiliza levedura como a Unica fonte de alimento, a mesma pode ser menos exposta a
substancia em estudo através do solo do que outros que precisam ou preferem outras fontes de
alimentos, outro ponto que deve ser observado € a diferenca de epitélio entre os dois
organismos, onde o Collembola possui um exoesqueleto e o oligochaeta possui epitélio mais
fino. Algumas espécies fizeram respiracdo cutanea, a troca de substancias pelo epitélio deve
ser considerada. Langdon et al. (2005) e Spurgeon e Hopkin (1995) sugerem que a absor¢éao
principal de metais pelas minhocas seja pela pele. Estudos de concentracdo de metais no
tecido dos organismos reforcam essa hipotese. O mesmo ainda néo esta claro em relagdo aos
Collembolas.

Em relacdo a diferenga entre os metais, o chumbo foi mais restritivo para o
desenvolvimento da E. andrei e o Cobre foi mais restritivo para o desenvolvimento da F.
candida. A E. andrei também apresentou valores baixos para o cobre sendo semelhante a
alguns estudos apresentados, mas para o chumbo as concentra¢Ges foram menores que o0 cobre
e muito menores que estudos semelhantes. O F. candida foi muito resistente ao chumbo,
apresentando valores altos de concentracdo efetiva e em alguns casos nem pode ser calculado
CLso. A E. andrei mostrou-se muito mais sensivel aos metais no solo, do que o F. candida,
reforcando a diferente entre organismos de grupos diferentes e enfatizando o uso de espécies
de diferentes niveis troficos nos ensaios ecotoxicoldgicos.

Nos ensaios realizados para E. Andrei, tanto para chumbo, quanto para cobre, 0s
valores de CEsp no Argissolo e Planossolo ficaram abaixo do valor de prevencéo previsto pelo
CONAMA (2009). Para F. candida o ensaio com cobre a CEsy ficou abaixo do valor de
investigacao proposto pelo CONAMA (2009), para chumbo as concentragGes ficaram acima,
porém esse organismo € mais resistente ao chumbo, como foi verificado em estudos de
Nursita et al (2005) e Sandfer e Hopkin (1997). O valor de prevencdo € um alerta, onde a
investigacdo é a decisdo tomada. Nos casos em que os valores de CEs ficaram abaixo dos
valores orientadores se fosse necessario esperar até atingir o valor de intervencdo para tomada
de decisdo, pode-se observar que estas espécies sofreriam danos.

Apesar da concentragdo efetiva ndo matar os organismos o fato de ndo poder se
reproduzir, normalmente compromete a perpetuacdo da espécie, pois quando os adultos forem
mortos, ndo havera juvenis para substitui-los. A legislacdo ndo foi feita com auxilio de
ensaios Ecotoxicoldgicos, portanto, ao ser aplicado esses valores, algumas populacdes podem
ser prejudicadas. A utilizacdo de testes ecotoxicoldgicos com diferentes organismos na
determinacéo de valores orientadores é essencial para que ndo haja alteracao na fauna do solo
diante a presenca de metais, alem disso, as concentrac@es entre os solos foram distintas, o que
remete a diferente capacidade dos solos de reter metais, modificando sua disponibilidade para
0S organismos.

Este trabalho reforca a necessidade utilizacdo de ensaios ecotoxicoldgicos para
determinacdo de valores orientadores e também para avaliacdo de risco ecoldgico. Apesar da
técnica de ensaios ecotoxicologicos terem sido mundialmente mais difundida, a partir da
década de 1980, no Brasil os estudos com solo nos dias atuais ainda estdo em processo
embrionario, sdo poucos 0s artigos encontrados nessa area do pais, os protocolos utilizados no
ambito nacional, aceitos pela comunidade académica, sdo baseados em espécies exdticas, com
a maioria de clima frio, podendo interferir nos resultados para nosso solo. O estudo de metais
foi bastante explorado no exterior, porém a maioria com solos artificiais. N&do h& consenso na
participacdo das propriedades do solo, sobre a contaminacdo dos organismos. E essencial o
estabelecimento destes testes com solos naturais, para melhor compreender os efeitos da
contaminacéo de residuos no solo e as altera¢es que possam causar na fauna do solo.
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5. CONCLUSOES

Entre os organismos estudados, foi compreendido que a Eisenia Andrei é mais
sensivel aos metais que a Folsomia candida apresentando resultados mais baixos de CEsg €
ClLso.

O Planossolo foi 0 solo mais restritivo a contaminacao entre os trés solos, em todos 0s
ensaios este solo apresentou os valores mais baixos de CEs € CLsp para todos 0s organismos.
De acordo com suas propriedades conclui-se que os solos mais arenosos favorecem maior
biodisponibilidade de metais aos organismos do solo.

O Cobre foi 0o metal mais toxico, letal e restritivo entre os estudados apresentando
CEsxo e CLsg mais baixo

Solos com caracteristicas fisicas e quimicas diferentes apresentaram valores de CEsgg e
CLx distintos.

As concentraces de metais que causam altera¢fes no ciclo de vida dos organismos,

diferem das concentracdes expostas pelos valores orientadores apresentados pelo CONAMA
(2009)
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