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RESUMO

Com o avanco da tecnologia na agricultura, diversas substancias tém sido utilizadas
para o controle de pragas. Como os fungicidas a base de cobre (metal pesado), estes se
acumulam no ambiente comprometendo a atividade dos organismos, sobretudo as
minhocas, essenciais 2 manuten¢cdo dos processos quimicos e biolégicos. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos do fungicida oxicloreto de cobre em minhocas
considerando caracteristicas de mortalidade e rejeicdo ao solo contaminado. Foram
selecionadas duas espécies, FEisenia fetida (espécie-teste padrdo) e Pontoscolex
corethrurus (espécie nativa) como indicadores de contaminacdo do solo. E. fetida
criadas em laboratdrio, a partir de amostras adquiridas em Manaus e, P. corethrurus
coletadas em solo natural. Para exposicdo ao contaminante foram usados dois tipos de
solo, Gleissolo e Argissolo. A substancia teste usada foi um fungicida cuprico, que
contém 588 g/kg do ingrediente ativo oxicloreto de cobre (35% de cobre metélico). A
metodologia para determinacdo da toxicidade aguda e do efeito comportamental de
rejeicdo ao substrato contaminado baseou-se em protocolos internacionais OECD e ISO.
Os testes de toxicidade consistiram na exposicao das minhocas em solo contaminado
em concentragdes crescentes com oxicloreto de cobre. A toxicidade aguda foi avaliada
pela estimativa da concentragdo letal mediana (CLsy) utilizando anélise de Probit,
seguido da geracdo da curva dose resposta. Diferencas entre o controle e tratamentos
avaliadas através da andlise de varidncia (ANOVA) e para comparagdo de médias
utilizado o teste de Dunnett, a 5 % de significncia. Para os dados de rejeicdo utilizou-se o
Teste t-Student para comparag¢do das médias do nimero de individuos entre as secdes
contaminadas e de controle. O valor estimado da CLsy apés 14 dias de exposi¢do em
Gleissolo para E. fetida, foi de 1162,3 mg Cu/kg (IC 95% de 975-1385,2), mostrando
baixa letalidade para esta espécie. Entretanto, a nativa mostrou maior sensibilidade ao
cobre, estimando a CLsp em 154,6 mg Cu/kg (58,9-405,7). Ao contrério de E. fetida a
reducdo de biomassa em P. corethrurus, ndao foi significativa em teste agudo em
Gleissolo. Entretanto, em Argissolo foi observada redugdo significativa apenas na
concentracdo de 56 mg Cu/kg. Devido a grande variabilidade da resposta de cobre para
P. corethrurus em Argissolo, os dados ndo foram ajustados em uma tipica curva dose-
resposta, estimando a CLsp em 84,3 mg Cu/kg (35-202,8). A rejeicdo ao Gleissolo
contaminado foi observada para ambas as espécies, sendo que P. corethrurus mostrou
maior sensibilidade ao cobre que E. fetida (respostas significativas a 14 e 28mg Cu/kg,
respectivamente), e em Argissolo as respostas de rejeicado de P. corethurus nao foram
significantes conforme o aumento de concentracdo. Os testes de rejeicdo mostraram
que, mesmo em baixas concentragdes do fungicida, as minhocas evitaram solos
contaminados, confirmando a sensibilidade destes organismos em detectar baixas
concentracoes. Em Argissolo as respostas de rejeicdo de P. corethurus nao foram
significantes conforme o aumento de concentracdo. Para avaliacdo do risco de pesticidas
para solos tropicais, os ensaios de toxicidade devem ser realizados também com uma
espécie nativa, para verificar a sensibilidade desta em relagcdo a espécie teste padrao.

Palavras-chave: ecotoxicologia, agrotoxicos, ambiente



ABSTRACT

With the advance of the technology in agriculture, diverse substances have been used
for the control of pests. As the fungicides to the copper base (metal heavy), these if
accumulate in the environment compromising the activity of the organisms, over all the
earthworms, essentials to the maintenance of the chemical and biological processes. The
objective of this study was to evaluate the effect of the fungicide cooper oxychloride on
earthworms considering parameters mortality and rejection to the contaminate the soil.
Two species, Eisenia fetida (standard test species) and Pontoscolex corethrurus (Amazonian
native species) have been selected as indicators of soil contamination of. E. fetida created in
laboratory, from samples acquired in Manaus and, P. corethrurus collected in ground
natural. For exposition to the contaminante two types of soil had been used, Gleissolo
and Argissolo. The tested substance contained 588 g/kg of the active ingredient cooper
oxychloride - 35% of metallic copper. The methodology for determination of the acute
toxicity and the effect on the behavior of rejection was based on OECD and ISO
international protocols. The toxicity tests consisted on a contaminated soil with
increased concentrations of cooper oxychloride. The acute toxicity was evaluated by the
medium lethal concentration (CL50) using a Probit analysis, followed by the generation
of the dose-response curve. Differences between the control and treatments had been
evaluated through the analysis of variance (ANOVA) and for comparison of averages
used the Dunnett test was used with a 5% of significance. For the data of rejection to the
substratum the t-Student test for comparison of the averages of the number of individuals
between the contaminated sections and control. The esteem value of the CL50 after 14
days of exposition in the contaminated Gleissolo for E. fetida, was of 1162.3 mg Cu/kg (IC
95% of 975-1385.2), showing low lethality for this species. However, the native showed
to greater sensitivity to copper, being the estimated value of CL50: 154.6 mg Cu/kg (58.9-
405.7). In contrast to E. fetida the reduction of biomass in P. corethrurus was not
significant in the Gleissolo acute test. However, for the Argissolo test it was observed a
significant reduction for the concentration of 56. Due to the great variability of response for
P. corethrurus in Argissolo, the data had not been adjusted in a typical dose-response
curve, however the estimated CL50 in 84.3 mg Cu/kg (35-202.8). The rejection for the
contaminated Gleissolo was observed for both the species, being that P. corethrurus
showed to greater sensitivity to the copper that E. fetida with significant results at 14 and
28mg Cu/kg, respectively, and in Argissolo the responses of P. corethurus did not show a
significant correlation for the increase of concentrations. The rejection tests had shown
that, for low concentrations of the fungicide, the earthworms had prevented
contaminated ground, confirming the high sensitivity of these organisms in detecting a
decrease of concentrations in the ground. In Argissolo the responses of rejection of P.
corethurus had not been significant according to the increase of concentrations of
cooper. For a further evaluation of the risks of pesticides for tropical soils toxicity
assays must be also carried out with a native species in order to verify its sensitivity in
relation to the standard test species.

Word-key: ecotoxicology, agrochemicals, environment
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INTRODUCAO

O aumento da populagdo humana e o rdpido desenvolvimento industrial
provocaram a necessidade de aumentar a producdo de alimentos, e consequentemente,
ocorreu o avango da tecnologia na agricultura, incluindo o uso dos agrotéxicos. Apesar
do Estado do Amazonas ser, predominantemente, baseado na agricultura familiar, os
agricultores da regido nao estavam preparados para o uso adequado desta tecnologia,
desconhecendo os riscos dos agrotoxicos para a saide humana e para o ambiente
(WAICHMAN, 2008).

Bittencourt (2009) reporta que ao longo dos anos estas atividades resultam em
um actimulo de residuos nocivos a dgua, ao solo e ao ar. Tal situagdo tem gerado
diversos problemas relacionados a contaminacdo ambiental, a saide publica e aos
respectivos custos sociais decorrentes. Sendo que, os de contaminagdo ambiental
provenientes do uso inadequado, fazendo com que precaucdes devam ser tomadas
quanto a sua aplicacdo, bem como, a disposicao final adequada dos residuos, sem
comprometimento do meio ambiente (LUCHINI e ANDREA, 2000). E problemas de
saude publica destacam-se as contaminagdes dos alimentos e, principalmente, as
intoxicagdes entre os que trabalham com esses produtos.

Um exemplo deste uso destaca-se os fungicidas a base de cobre (metal pesado),
que estdo sendo amplamente utilizados nas varzeas proximas a Manaus (Manacapuru,
Iranduba e Careiro da Virzea) para o controle de doencas em plantas cultivadas
(WAICHMAN et al., 2002), com 38,2% de uso, mais usado entre os citados. Estes
agrotoxicos possuem agdo de se acumular no ambiente, comprometendo a atividade
bioldgica do solo, causando toxicidade aos organismos presentes nele, isto é, resultando

em efeitos adversos sobre organismos ndo-alvo, bioconcentracdo e biomagnificagdo nas
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cadeias bioldgicas (MURTY, 1988), e isto pode ser apontado como sendo um risco
potencial de contaminagdao ambiental.

Apesar de j4 se fazer avaliagdes de risco ambiental, ecolégico e a saide humana
em dreas contaminadas, existem poucos estudos que tratam da toxicidade dessas
substancias (KULA, 1994), e no Brasil o efeito de poluentes quimicos sobre a fauna do
solo ainda € considerado em desenvolvimento e pouco aplicado (SISINNO, 2003), isto
€, os ensaios para avaliagdo da ecotoxicidade com organismos de solo ndo estdo bem
estabelecidos no nosso pais por ndo existirem ainda normas da ABNT.

Os fatos das minhocas serem um elemento representativo da fauna de solo, elas
tém sido utilizados extensivamente em estudos sobre os efeitos dos metais pesados em
solos (HELLING et al., 2000).

Os efeitos destes metais podem entdo ser estimados e monitorados por meio de
testes de toxicidade conduzidos em laboratério (RAND e PETROCELLI, 1985), com
ensaios ecotoxicoldgicos onde sdo verificadas as varidveis ambientais capazes de afetar
a toxicidade das substancias aos componentes vivos de um ecossistema, como de
toxicidade aguda e cronica (KOKTA, 1992; VAN GESTEL e VAN STRAALEN,
1994), bem como os de rejeicdo, que € uma alternativa para uma rdpida avaliacdo da
toxicidade, isto &, estes testes tém sido recomendados na avaliacdo de solos
contaminados que estejam em processo de remediacio (YEARDLEY et al., 1996 e
HUND-RINKE et al., 2003).

Dessa forma, quando hé necessidade de avaliar a contaminacdo de amostras de
solos, normalmente sdo utilizados métodos internacionalmente reconhecidos como os
da ISO, OECD e EPA - USA (SISINNO et al., 2004).

Eisenia fetida, Oligochaeta, Lumbricidae, Savigny,1826, foi escolhida para este

z

estudo pois, € comum em criagdes para producdo de himus e compostagem.
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Atualmente, € o organismo recomendado em protocolos internacionais para ser usado
em testes padronizados de toxicidade de substancias quimicas para o solo, em regides
temperadas (OECD, 1984 e ISO, 1993). Esta espécie ndo vive no solo, mas se
desenvolve em substratos ricos em matéria organica como em esterco de ruminantes.

E uma espécie nativa Pontoscolex corethrurus, Oligochaeta, Glossoscolecidae,
Miiller, 1857, amplamente distribuida em regides tropicais, € muito comum em solos
sob acdo antrépica. E abundante na regiio Amazonica e é encontrada principalmente em
areas de vegetacdo secunddria, pastagem, dreas cultivadas, mas raramente em floresta
priméria. Esta espécie se alimenta diretamente do solo.

Tentativas t€m sido elaboradas para padronizar as condi¢des de testes,
permitindo assim que os resultados de diferentes laboratérios possam ser comparados
(HELLING et al., 2000).

Analisar a relacao dose-resposta é uma das etapas mais criticas na avaliacdo de
risco ambiental, principalmente no Estado do Amazonas, pois ndo temos dados desta
relagc@o para organismos da regido, pois a maior parte dos testes em laboratdrio para este
fim foi desenvolvida em organismos de regides temperadas (WAICHMAN, 2008), ou
seja, obtendo dados sobre o efeito de substancias contaminantes em espécies nativas é
de grande relevancia ecoldgica, pois servird de base para elaboracdo de uma andlise de
risco ambiental.

Eisenia fetida(espécie teste-padrdo) por apresentar biologia muito diferente da
nativa Pontoscolex corethrurus (abundante na regido Amazonica), desafia-se adaptar
esses métodos para as nossas condi¢des de clima tropical. Objetivando-se, entdo, com
este estudo avaliar o risco ecotoxicoldgico da contaminagdo por oxicloreto de cobre
considerando as caracteristicas de mortalidade e de rejeicao ao solo contaminado sobre

estas duas espécies de minhoca.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Pesticidas

1.1Defini¢oes

Diversas definicdes t€m sido utilizadas para estas substancias.

Agrotéxicos sdo os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou
bioldgicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento dos produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas
ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de
preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, e substincias e
produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de
crescimento. (Lei Federal 7.802 de 11.07.89).

De acordo com Amaro (2003), “os pesticidas sao substancias quimicas naturais
ou de sintese utilizadas em protecdo das plantas para reduzir ou eventualmente eliminar
as populacdes de inimigos das culturas”.

Para Stiitzer e Guimaraes (2003), “os agroquimicos pesticidas sdo produtos
desenvolvidos para serem utilizados no ambiente como uma ferramenta de que dispde o
agricultor para minimizar o prejuizo causado pela a¢do danosa de insetos, fungos,
plantas invasoras, etc”.

De acordo com as informagdes dadas por Areaseg (2009), “agrotéxico € a
designacdo genérica dos compostos quimicos usados na agricultura para tratamento de
culturas ou na pecudria para tratamento de criacdes. Os inseticidas, carrapaticidas,
sarnicidas, exterminadores de dcaros, fungicidas, herbicidas, os hormodnios vegetais sao

os exemplos mais comuns de agrotoxicos”.
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Ainda sobre os diversos conceitos dados a respeito dos agrotéxicos, para
Embrapa - CNPTIA (2009), estes sao produtos quimicos, com diferentes niveis de
toxidez, utilizados na agricultura convencional para combater o ataque de fungos,
bactérias, ervas daninhas, insetos e outras pragas.

1.2 Evolugdo do uso

Em uma perspectiva histérica, o desenvolvimento da agricultura pode ser
apresentado como uma seqiiéncia de trés estdgios: o primeiro ocorreu a cerca de dez mil
anos, quando se passou a utilizar préticas de cultivo e variedades melhoradas de plantas,
o segundo momento ocorreu na década de 60, devido ao aumento populacional humano
acarretando a uma crise de alimentos, implementou-se a Revolucdo Verde, que
compreendia no emprego de novas tecnologias, tais como, o uso de herbicidas,
fertilizantes e variedades de plantas com maior resposta a aplicacdo de fertilizantes,
acreditava-se em promessas de acabar com a fome através do emprego de “‘sementes
milagrosas”. A assimilacdo dessa nova tecnologia resultou em uma expansdo na
producdo de alimentos € em um rapido aumento na utilizagcdo de fertilizantes quimicos.
E recentemente, a agricultura mundial vem se defrontando com um processo
denominado de “biorrevolucao”, onde os principais fatores relacionados a este, sdo as
agrobiotecnologias emergentes, além dos sistemas de comunicacdo e a troca de
informacdo de forma mais eficiente. De maneira geral, os objetivos dessa biorrevolucdo
envolvem um aumento da quantidade e da qualidade na producdo de alimentos,
incluindo-se elevacao da taxa de produto por unidade de insumo.

Os pesticidas tem sido usados para impedir danos as colheitas desde
aproximadamente 500 a.C, sendo o enxofre o primeiro pesticida utilizado. Por volta do
século XV, comecaram a ser utilizados elementos quimicos t6xicos como o arsénio € o

mercurio no combate a pragas em colheitas. No Século XVII, o sulfato de nicotina foi
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extraido das folhas de tabaco para ser usado como pesticida. Ja no Século XIX, viu-se a
introducdo de dois novos pesticidas: um derivado do Chrysanthemum cinerariaefolium
da familia asteraceae, e o rotenone que € derivado de raizes de legumes tropicais.

O uso de pesticidas dobrou desde a década de 50, e cerca de 2,5 milhdes de
toneladas de pesticidas industriais sdo usadas agora todos 0s anos.

Publicado em 1962, Primavera Silenciosa (Silent Spring) de Rachel Carson, foi a
primeira obra a detalhar os efeitos adversos da utilizacdo dos pesticidas e inseticidas
quimicos sintéticos, iniciando o debate acerca das implicacdes da atividade humana
sobre o ambiente e o custo ambiental dessa contaminag@o para a sociedade humana. A
autora advertia para o fato de que a utilizagdo de produtos quimicos para controlar
pragas e doencgas estava interferindo com as defesas naturais do proprio ambiente
natural e acrescentava: "nds permitimos que esses produtos quimicos fossem utilizados
com pouca ou nenhuma pesquisa prévia sobre seu efeito no solo, na dgua, animais
selvagens e sobre o proprio homem'.

Kotaka e Zambrone (2001); Nimmo (1985) informaram que até a II Guerra
Mundial o desenvolvimento e uso efetivo de compostos organicos foi lento, porém com
a descoberta da propriedade inseticida do dicloro-difenil-tricloroetano, o DDT, iniciou-
se a expansdao e desenvolvimento de uso caracteristicos dos ultimos 40 anos. E em
funcdo do modelo de agricultura adotado que se baseia no uso de agrotoxicos estas
substancias passaram, entdo, a ser amplamente utilizadas (RUEGG et al., 1987).

SINDAG (2009) informa uma estimativa (em milhdes R$) do Mercado de
Defensivos Agricolas em um periodo de janeiro a dezembro comparando as vendas de
2007 e 2008 (Tabelal), onde, este periodo apresentou um crescimento acumulado de

24%, totalizando um mercado de R$12.706 milhoes.
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Tabela 1. Estimativa (em milhdes R$) do Mercado de Defensivos Agricolas.

Mercado (estimativa)
2007 2008 % VAR
Herbicidas 4380 5.764 32

Segmentos

Fungicidas 2.387  2.779 16
Inseticidas 2.934  3.608 23
Acaricidas 177 186 5

Outros 335 368 10
TOTAL 10.123  12.706 24

No Estado do Amazonas, a proporcdo de agricultores dos diversos municipios
do Estado que cultivam frutas e legumes com uso de agrotdxicos varia entre 64% e
96,7% (IBGE, 1998). Os agricultores da regido ndo estdo preparados para o uso
adequado desta “tecnologia”, ignoram o risco do uso de agrotéxicos para saude e o
ambiente e ndo recebem ajuda técnica de servicos de extensdo oficiais (WAICHMAN et
al., 2002, 2003 e 2007).

1.3 Efeitos no ambiente

A utilizacdo de agrotdxicos indiscutivelmente tem contribuido para o aumento
da producdo agropecudria mundial. Entretanto, seu uso indiscriminado, principalmente
apos a segunda guerra, tem causado grande impacto negativo ao meio ambiente (RAND
e PETROCELLLI, 1985), isto €, um poluidor ambiental em potencial.

Bittencourt (2009) reporta que o uso indiscriminado destes implica ao longo dos
anos em um acimulo de residuos de compostos quimicos nocivos na dgua, no solo e no
ar. Tal situacdo tem implicado diversos problemas relacionados com a contaminagdo
ambiental, a saide publica e com os respectivos custos sociais decorrentes, destacando-
se os de contaminacdo de alimentos e, principalmente, as intoxicacdes entre 0s que
trabalham com esses produtos. Segundo Luchini e Andréa (2000) confirmam ao dizer
que, a contaminacdo ambiental decorrente do uso de agrotéxicos tem gerado

preocupacdes quanto ao uso inadequado destes compostos, devendo ser tomadas
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precaucdes quanto a sua aplicacdo, residuos provenientes das mais diversas fontes e a
disposi¢do final adequada desses residuos, sem comprometimento do meio ambiente.

Segundo Murty (1988), dentre os principais problemas ocasionados pelo uso
intensivo de agrotoxicos destacam-se os efeitos adversos sobre organismos ndo-alvo,
bioconcentracdo e biomagnificacio nas cadeias bioldgicas.

Silva et al. (2005), informam que as préticas agricolas podem afetar o equilibrio
do ecossistema do solo, como, por exemplo, o uso de agrotéxicos. Esses compostos
organicos exercem papel benéfico na produtividade agricola, no entanto, sdo potenciais
poluidores ambientais. Os agrotéxicos chegam ao solo por meio da aplicacdo direta e
também como resultados de atividades indiretas. Uma vez no solo, normalmente afetam
0s processos bioquimicos e microbioldgicos. Apesar do uso dos fungicidas constituir
pratica comum no controle de doengas de plantas, ainda sdo poucas as informacdes
sobre o prejuizo de tais compostos.

Dentre os efeitos nocivos ao ambiente, pode-se citar a presenga de residuos no
solo, na dgua, no ar, nas plantas e animais. Além da contamina¢do do meio ambiente,
estes residuos podem chegar ao homem através da cadeia alimentar e ocasionar, danos a
saude (EDWARDS, 1973).

Younes e Galal-Gorchev (2000) ressaltam que a capacidade dos agrotéxicos
persistirem e produzirem efeitos toxicos sobre a saide humana e sobre o meio ambiente
€ muito variada em funcdo das inumeras classes quimicas existentes.

Andrea (2009), diz ainda que a contamina¢cd@o ambiental causada pelo uso
crescente e, algumas vezes, indiscriminado de agrotéxicos ou pesticidas tem gerado
preocupacdes quanto ao lancamento inadequado desses compostos no ambiente. Sendo
0s agrotéxicos nocivos aos organismos vivos, deve-ser tomar precauc¢des quanto a sua

aplicacdo, formacgdo de residuos provenientes das mais diversas fontes e descarte final
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adequado, de forma que nao haja comprometimento do meio ambiente como um todo.
Além disso, em alguns casos, os produtos de degradacdo desses compostos podem ser
até mais toxicos que os produtos originais. O comportamento de agrot6xicos no
ambiente pode ser influenciado por diversos fatores como: volatilidade, método de
aplicagdo, tipo de formulacdo e solubilidade do composto em &4gua; caracteristicas do
solo e plantas; adsor¢do das moléculas as particulas de solo; persisténcia e mobilidade
dos compostos e condi¢des climdticas do ambiente. E Tomita e Beyruth (2002),
informam ainda que os efeitos toxicos podem incluir tanto a letalidade (mortalidade) e
efeitos sub-letais, como alteracdes no crescimento, desenvolvimento, reprodugdo,
respostas farmacocinéticas, patologia, bioquimica, fisiologia e comportamento, estes
efeitos podem ser expressos através de critérios mensurdveis como o numero de
organismos mortos, porcentagem de ovos chocos, alteracdes no tamanho e peso,
porcentagem de inibi¢io de enzima, incidéncia de tumor, dentre outros.

2.Ecotoxicologia

2.1 Definicdes

A Ecologia é a disciplina que se ocupa das relagdes entre 0os seres vivos € 0
ambiente. Pode ser também conceituada como o estudo do aproveitamento e da
distribuicdo da energia no sistema. Por outro lado, a Toxicologia estuda os efeitos
adversos de determinada substancia num dado organismo e procura clarear o
mecanismo de agdo téxica no mesmo. Embora sejam duas ciéncias com estruturas e
direcionamentos distintos, ambas estao ligadas aos problemas de poluicdo ambiental.

O termo ecotoxicologia foi sugerido pela primeira vez em junho de 1969,
durante uma reunido do Committee of the International Council of Scientific Unions
(ICSU) em Estocolmo, por René Truhaut. Em 1976 a sua defini¢do foi publicada como

“Ciéncia que estuda os efeitos das substdncias naturais ou sintéticas sobre os
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organismos vivos, populacdes e comunidades, que constituem a biosfera, incluindo
assim a interacdo das substincias com 0 meio nos quais Os Organismos vivem num
contexto integrado” (PLAA, 1982). Foram definidos também os direcionamentos dos
estudos ecotoxicoldgicos, os quais compreendem:

- Estudo das emissdes e entradas de poluentes no ambiente abidtico, distribuicdo e
destino nos diferentes compartimentos;

- Estudo da entrada e destino dos poluentes nas cadeias bioldgicas e suas formas de
transferéncia como alimento via cadeia tréfica;

- Estudo qualitativo e quantitativo dos efeitos toxicos dos poluentes ao ecossistema com
conseqiiéncias a0 homem (TRUHAUT, 1977).

A ecotoxicologia também foi definida por Ramade (1977), como a ciéncia que
tem por objetivo estudar as modalidades de contamina¢do do ambiente pelos poluentes
naturais ou sintéticos, produzidos por atividades humanas, seus mecanismos de acdo e
seus efeitos sobre o conjunto de seres vivos que habitam a biosfera.

Stiitzer e Guimaraes (2003) descrevem ainda sobre a ecotoxicologia como sendo
“a relagdo entre os poluentes quimicos, o ambiente em que sdo liberados e a biota
naquele ambiente. Por isso, essas substancias devem ser bem estudadas, para que seus
riscos potenciais possam ser muito bem definidos, e medidas para atenuar seus
provaveis impactos devem ser muito bem determinadas por meio de a¢des regulatdrias e
técnicas”.

Segundo Bertoletti e Zagatto (2006), para a avaliacdo ecotoxicolégica de um
determinado ambiente € fundamental ter conhecimento das fontes de emissdo dos
poluentes, bem como suas transformacgdes, difusdes e destinos no ambiente, e 0s riscos

potencias desses poluentes a biota.
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2.2 Finalidades

A toxicidade de um composto quimico depende da exposi¢do, da suscetibilidade
do organismo, das caracteristicas quimicas do agente e de fatores ambientais (TOMITA
e BEYRUTH, 2002). As espécies possuem suscetibilidades diferentes de acordo com
seu aparato metabdlico, seus hdbitos alimentares, comportamento, fase de
desenvolvimento, dentre outros aspectos, podendo estar sujeitas as exposi¢des aguda
e/ou cronica.

Na exposicao aguda, os organismos entram em contato com 0 composto quimico
num evento Unico ou em eventos multiplos que ocorrem num pequeno periodo de
tempo, geralmente variando de horas a dias. Os efeitos sdo imediatos, embora seja
possivel a producdo de efeitos retardados similares aqueles resultantes de exposicao
cronica (RAND e PETROCELLI 1985).

Ja na exposicdo cronica, segundo os autores citados acima, normalmente os
organismos sao expostos a baixas concentracdes do agente toxico que € liberado
continuamente ou com alguma periodicidade num longo periodo de tempo (semanas,
meses ou anos), mas pode também induzir a efeitos rdpidos e imediatos, como os efeitos
agudos, em adi¢do aos efeitos que se desenvolvem lentamente.

A freqiiéncia da exposi¢do também afeta a toxicidade dos compostos quimicos.
Uma exposi¢do aguda a uma tUnica concentracdo pode resultar num efeito adverso
imediato num organismo, enquanto duas exposi¢des sucessivas cumulativas iguais a
exposicdo aguda unica podem ter efeito pequeno ou nenhum efeito, devido ao
metabolismo (detoxificacdo) do organismo entre as exposicdes ou a aclimatacdo do

organismo ao composto (RAND e PETROCELLLI, 1985).
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2.3 Aspectos Ambientais

Waichman (2008), explica que para determinar o grau de contaminagao € o risco
do uso dos agrotoxicos tanto para as populagdes humanas quanto para o ambiente €
necessdria a realizacdo de uma avaliacdo de risco. Sendo que esta consiste em duas
fases distintas: a identificacdo da periculosidade, onde dados da literatura sdo
compilados de forma a determinar se existe a chance do agrotéxico entrar no
ecossistema e em quais compartimentos, podendo causar danos tanto nos seres humanos
quanto no ambiente e; a andlise da dose resposta a partir de dados na literatura sobre
testes em diferentes organismos. Entdo, estudos ecotoxicologicos vém permitir a
Avaliagdo Ambiental de Substdncias nocivas ao ambiente, como por exemplo, os
agrotoxicos.

O Potencial de Periculosidade Ambiental (PPA) estabelece-se para todos os
produtos técnicos e formulagdes existentes no mercado, que € determinado pelo
IBAMA. Para a elaboracdo do PPA, a legislacdo ambiental requer estudos e testes que
sdo divididos em quatro grupos segundo Stiitzer e Guimaraes (2003):

o Propriedades fisico-quimicas.
° Toxicidade a organismos nao-alvo (microrganismos, minhocas, microcrustaceos,
algas, peixes, aves, abelhas e mamiferos).
. Comportamento ambiental do produto: biodegradabilidade no solo, sorcao
(adsorca@o/desor¢do), e mobilidade.
. Os potenciais mutagénicos, carcinogénicos, genotdxicos.

Apds serem avaliados todos os estudos solicitados, o IBAMA faz a Classificagao
Ambiental do produto:

e (lasse I > altamente perigoso ao meio ambiente

e (Classe II> muito perigoso ao meio ambiente
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e (Classe III> perigoso ao meio ambiente

e (Classe IV> pouco perigoso ao meio ambiente

¢ Produto impeditivo de obtencdo de registro> produtos cujas caracteristicas sejam
altamente perigosas ao ambiente para varios parametros.

Esta classificacdo ndo leva em consideracdo a exposicdo, mas somente a
toxicidade do produto para os organismos dos diferentes ecossistemas € o seu destino
ambiental.

No Brasil a avaliacdo de Risco Ambiental tem inicio com a avaliacdo das
caracteristicas do produto (coeficiente de parti¢do, solubilidade, pressdo de vapor, meia-
vida, mobilidade e outros), do ecossistema potencialmente em risco (local onde o
produto serd utilizado) e dos efeitos ecoldgicos esperados ou observados.

A andlise da relacao dose-resposta € uma das etapas mais criticas na avaliacio de
risco, principalmente no Estado do Amazonas, pois ndo temos dados desta relacdo para
os organismos da regido, pois a maior parte dos testes laboratoriais para estes fins, foi
desenvolvida em organismos de regido temperada. Alguns parametros podem ser
estimados a partir de uma curva dose-resposta:

e DLsp> dose estimada que causa 50% de mortalidade dos organismos testados

e CLso> concentragdo estimada que causa 50% de mortalidade aos organismos
testados

e CEs5p> concentragdo estimada que causa um efeito (reducdo da producdo,
crescimento, etc.), em 50% dos organismos testados

e ICsp> concentragdo de inibi¢c@o estimada que reduz a resposta normal em 50%.

Estudos de avaliacdo de risco ambiental, ecolégico e a satide humana, podem ser
realizados em dareas contaminadas, mas ainda sdo considerados em desenvolvimento e

pouco aplicados no Brasil (SISINNO, 2003).
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Sisinno et al. (2006), informam que algumas 4reas contaminadas por substancias
quimicas de importancia para a saide humana e ambiental, tem sido frequentemente
estudadas e cresce o interesse por 6rgdos de saide e ambiente no controle do impacto
causado por esses locais, uma vez que a identificacdo e o cadastramento dessas dreas
permitem que acOes preventivas ou corretivas relacionadas a possivel contaminacio do
solo, ar, dguas superficiais e subterraneas e biota sejam estabelecidas, e os riscos
minimizados.

2.4 Testes de toxicidade

Plaa (1982) nos informa que o uso dos testes ecotoxicolégicos integra os
conceitos da Ecologia, no que diz respeito a diversidade e representatividade dos
organismos e seu significado ecolégico nos ecossistemas, e da Toxicologia, em relagdo
aos efeitos adversos dos poluentes sobre as comunidades bioldgicas.

A insercdo dos ensaios na ecotoxicologia como ferramenta de avaliagdo
ambiental é de fundamental importancia, pois alguns fatores ndo sdo avaliados pelas
varidveis abidticas, a exemplo da integracdo da ac@o de poluentes. Como os seres vivos
respondem a estimulos ante a qualidade ambiental, nestes ensaios sdo usados
organismos pertencentes a diferentes niveis troficos (algas, crustdceos, peixes,
minhocas) para avaliacdo da toxicidade de vdrias matrizes, por exemplo, dguas e
efluentes.

Sisinno et al. (2006), comentam que a avaliacdo da contaminagdo em 4reas
contaminadas tem sido realizada apenas com o auxilio de parametros quimicos, sem a
inser¢do da avaliacdo ecotoxicoldgica. Entretanto, por meio dos testes ecotoxicoldgicos
sdo verificados os efeitos das varidveis ambientais que sdo capazes de afetar a
toxicidade das substincias aos componentes vivos de um ecossistema. Dessa forma,

esses testes podem indicar uma resposta mais precisa da toxicidade dos contaminantes
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presentes nas amostras para os organismos vivos, o que apenas a andlise quimica de
cada composto, separadamente, ndo é capaz de avaliar.

Em CETESB (2005), informa que estes testes avaliam potenciais efeitos toxicos
de substancias quimicas sobre organismos, possibilitando o estabelecimento de limites
permissiveis de vdrias substincias e seus impactos nos organismos. Testes de toxicidade
crOnica permitem avaliar efeitos adversos por um longo periodo e avalia diversos efeitos
sobre a reproducdo dos organismos, testes simples de curto prazo sdo utilizados para
avaliacdo de toxicologia aguda e, na maioria das vezes, S0 Os primeiros a serem
realizados como testes preliminares (KOKTA, 1992; VAN GESTEL e VAN
STRAALEN, 1994), bem como os de rejei¢do, que € uma alternativa para uma ripida
avaliacdo da toxicidade, isto é, estes testes t€ém sido recomendados na avaliacdo de solos
contaminados que estejam em processo de remediacio (YEARDLEY et al., 1996 e
HUND-RINKE et al., 2003).

2.5 Procedimentos para execucao de testes ecotoxicoldgicos

Atualmente, vdrios ensaios de toxicidade estdo padronizados nacional e
internacionalmente por associagdes ou organizagdes tais como ABNT, ISO, EPA,
ASTM, OECD. Ressalta-se que os ensaios ecotoxicoldgicos fazem parte de exigéncias
legais, como a Resolucdo CONAMA n° 357/2005 (TASQA, 2008).

Sisinno et al. (2004), descrevem que os procedimentos para execucao de ensaios
ecotoxicolégicos com organismos aqudticos sdo bem estabelecidos e descritos em
normas técnicas brasileiras da ABNT, métodos de alguns 6rgdos de fiscalizacdo
ambiental, como a FEEMA e a CETESB, e métodos descritos no Manual de Testes para
Avaliacdo da Ecotoxicidade de Agentes Quimicos, organizado pelo IBAMA.

Entretanto, os ensaios para avaliacdo da ecotoxicidade com organismos de solo

ndo estdo bem estabelecidos no Brasil por ndo existirem ainda normas da ABNT e pelo



28

fato de os métodos descritos no Manual do IBAMA estarem desatualizados (SISINNO
et al., 2006). Dessa forma, quando hd necessidade de avaliacdo da contaminacdo de
amostras de solos, normalmente sdo utilizados métodos internacionalmente
reconhecidos, como os da ISO, OECD e EPA (SISINNO et al., 2004).

Esses métodos, entretanto, sdo desenvolvidos para determinar a toxicidade de
substincias adicionadas a um solo artificial, a fim de que varios interferentes sejam
eliminados. O grande desafio na adaptacdo desses métodos para a complementacdo da
avaliacdo de dreas contaminadas € a substitui¢cdo do substrato artificial pelas amostras
de solos trazidas dessas dreas, a avaliacdo dos possiveis interferentes nos resultados,
bem como, a escolha dos organismos-teste para amostras com determinadas

caracteristicas.
3. Solo

3.1. Importancia do solo

Para Aradjo e Monteiro (2007), o solo é um recurso natural vital para o
funcionamento do ecossistema terrestre, e representa um balanco entre os fatores
fisicos, quimicos e bioldgicos. Os principais componentes do solo incluem minerais
inorganicos e particulas de areia, silte e argila, formas estiveis da matéria orginica
derivadas da decomposi¢do pela biota do solo, a préopria biota, composta de minhocas,
insetos, bactérias, fungos, algas e nematdides e gases como O,, CO,, N, NO, (DORAN
et al., 1996). Segundo estes autores, 0 solo, como um sistema natural vivo e dinamico,
regula a producdo de alimentos e fibras e o balanco global do ecossistema, além de
servir como meio para o crescimento vegetal, através do suporte fisico, disponibilidade
da 4gua, nutrientes e oxigénio para as raizes. Pode atuar na regulacdo hidrica do

ambiente, transformacdo e degradacdo de compostos poluentes.
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Segundo Blum e Santelises (1994) o solo possui seis func¢des principais, sendo
trés ecoldgicas e trés ligadas a atividade humana. As fungdes ecoldgicas incluem: a)
producdo de biomassa (alimentos, fibras e energia); b) filtracdo, tamponamento e
transformac¢do da matéria para proteger o ambiente da polui¢do das dguas subterraneas e
dos alimentos; c) habitat biolégico e reserva genética de plantas, animais e organismos,
que devem ser protegidos da extin¢do. As fun¢des ligadas a atividade humana incluem:
a) meio fisico que serve de base para estruturas industriais e atividades socio-
econOmicas, habitacdo, sistema de transportes e disposicdo de residuos; b) fonte de
material particulado (areia, argila e minerais); c¢) parte da heranca cultural,
paleontolégica e arqueoldgica, importante para a preservacdo da histéria da
humanidade.

No caso de atividades relacionadas a agricultura e meio ambiente, as principais
funcdes do solo sdo: a) prover um meio para o crescimento vegetal e habitat para
animais e microrganismos; b) regulacdo do fluxo de 4gua no ambiente; e c¢) servir como
um “tampao ambiental” na atenuacdo e degradacdo de compostos quimicos prejudiciais
ao meio ambiente (LARSON e PIERCE, 1994).

Para Luna e Coutinho (2008), em seu estado natural o solo constitui-se em um
conjunto de condi¢des ecoldgicas sob as quais micro, meso € macrorganismos podem
explorar uma fonte de energia.

3.2 Qualidade do solo

A qualidade do solo é definida como a capacidade em funcionar dentro do

ecossistema para sustentar a produtividade biolégica, manter a qualidade ambiental e

promover a satde da plantas e animais (DORAN e PARKIN, 1994)
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3.3 Contaminagdo do solo

Andrea (1992), diz que o solo € o compartimento do agroecossistema
considerado mais complexo e cuja probabilidade de contaminacdo por agrotoxicos € a
maior. Atualmente, considera-se que a contaminacdo dos solos € um dos principais
problemas ambientais, podendo ser contaminado por agrotoxicos apds aplicagcdes

diretas ou, indiretamente, através de aplicacdes nas culturas, queda de folhagem tratada

e movimento de 4guas contaminadas na superficie e no seu perfil.

De acordo com Carvalho (2000) a avaliacdo do grau de contaminacdo do solo
por agrotoxicos € de particular importancia devido a transferéncia destes contaminantes
aos alimentos.

No ambiente edifico, os compostos podem sofrer alguns processos de
dissipag¢do, tais como: volatilizagdo, lixiviacdo, degradacdo fisica, quimica e/ou
bioldgica, escoamento superficial, absor¢do pelas plantas e adsor¢cdo nos constituintes
edaficos (LUCHINI, 1987).

Andrea (1998) nos explica que os residuos podem interagir com as fases sélida,
liquida e gasosa, e com a por¢do viva do solo, isto €, com a microbiota. Estas interagcdes
determinardo a ocorréncia de diferentes processos que envolvem transformacoes
quimicas, fisicas, biologicas ou a combinagdes dessas transformagdes. Como
conseqiiéncia, pode-se detectar ou desaparecimento do composto, ou aparecimento de
metabodlitos mais ou menos toxicos que o produto original, ou persisténcia aumentada,
que irdo determinar a utilidade do composto ou efeitos prejudiciais causados pela
persisténcia mais longa do que seria necessdrio para o controle ou, ainda, o transporte
maior ou menor no proprio solo.

Como efeito de transformacdo quimica, cita-se o pH, que determina, muitas

vezes, a prevaléncia de degradacdo da molécula por processo puramente quimico
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(ANDREA et al., 1997). Mas o pH do solo também tem efeito bioquimico, pois
influencia a atividade microbiana e, desta forma, conforme o pH do meio haverd ou ndo
a predominancia de atividade microbiana atuando sobre a degradagdo de agrotéxicos.

Segundo Luchini e Andrea (2000), os processos de transformacdo e
desaparecimento dos agrotoxicos no solo dependem tanto das caracteristicas do proprio
solo, como das caracteristicas fisico-quimicas das substancias, pois moléculas de peso
molecular muito alto ou elementos halogénios e/ou anéis aromdticos altamente
condensados, por exemplo, sdo mais persistentes. De qualquer forma, a degradacdo dos
compostos aplicados e sua conversio em outros produtos ndo significam,
necessariamente, perda da atividade bioldgica e, muitas vezes, essa conversao pode
resultar em produtos ainda mais téxicos ou ativos. Somente a conversdo total ou
mineralizacdo da substincia em elementos ou compostos amplamente distribuidos na
natureza e que podem entrar nos ciclos biogeoquimicos € que representa
descontaminacdo.

Segundo Andréa (1998) a grande variedade de microrganismos presentes no solo
€ potencialmente capaz de biodegradar agrotdxicos até produtos mais simples, que
podem entrar nos ciclos biogeoquimicos da natureza, pois j4 se sabe que a
biodegradagdo representa o principal processo de degradacdo de agrotdxicos. Fatores
ambientais, tais como temperatura, conteido de matéria organica, acidez, umidade e
tipo de solo, que influenciam a atividade microbiana, influenciam também as taxas de
degradacao dos agrotoxicos. Entretanto, reacdes quimicas como hidrélise, por exemplo,
podem ser pré-requisitos para o ataque microbiano. Desta forma, em muitas situagdes, a
distin¢d@o entre processos puramente bidticos ou abidticos € dificil.

Assim, Luchini e Andrea (2000) percebem que pode haver uma conjugacao dos

agentes fisicos, quimicos e biolégicos de transformacio e os processos decorrentes da
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acdo desses agentes, e que resultam em degradacdo dos agrotéxicos, podem ocorrer
simultaneamente. Mas a compreensdo do comportamento de substincias téxicas sob
diferentes condicdes tem sido considerada essencial para se estar consciente dos
possiveis efeitos adversos e de como eles podem ser.
3.4 Indicadores bioldgicos

Um indicador é definido como um indice ou uma medida final para avaliar a
saude de um sistema, seja ele econdmico, fisico ou bioldgico, e bioindicador é como a
biota ou o componente bidtico de um ecossistema que € utilizado como indicador da
qualidade do ambiente (ANDREA, 2009). O estudo dos efeitos de substancias quimicas
téxicas nas comunidades naturais € um dos objetivos fundamentais da ecotoxicologia.
Segundo a Agéncia Americana de Protecio Ambiental, os efeitos de alteracdo ou de
satide do ambiente sdo chamados de indicadores ecoldgicos. Entretanto, hd pelo menos
uma década tem-se notado que alguns organismos - peixes, insetos, algas, plantas, etc -
sdo resistentes a alguns niveis de contaminacdo, ndo morrem quando expostos a agentes
téxicos e fornecem informacdes precisas sobre a saide dos ambientes respectivos de
cada um desses organismos. Esses tipos de plantas e animais sdo chamados de
indicadores bioldgicos ou bioindicadores da presenca de contaminantes no ambiente.

Segundo Doran e Parkin (1994), biondicadores sdo propriedades ou processos
biologicos dentro do solo que indicam o estado deste ecossistema, podendo ser
utilizados no biomonitoramento da qualidade do solo. Biomonitoramento ¢ a medida da
resposta de organismos vivos a mudancgas no seu ambiente (WITTIG, 1993).

As medidas de bioindicadores tém sido usadas para apontar a probabilidade de
um agente estressor (contaminante, alteracdes das condicdes fisicas, etc.) causar efeito
adverso no ambiente e nas populacdes. Sdo também feitas para caracterizar a saide do

ambiente; indicar o grau de perigo e dar suporte as determinacdes dos possiveis riscos
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ecoldgicos de mudangas na saide do ambiente. Na agricultura, o uso de agrot6xicos ou
pesticidas pode representar um desses riscos porque pode provocar alteragdes
indesejdveis nos ecossistemas por alteracoes nas funcdes, atividades, nimero e
abundancia de individuos de diferentes populacdes, assim como em caracteristicas do
proprio ambiente. Assim, além dos efeitos desejdveis de controle dos organismos
fit6fagos, organismos fitopatogénicos e competidores, o uso de agrotéxicos pode
representar perigo potencial para o ambiente e para as redes ou teias alimentares.

Entre os efeitos ecoldogicos de bioindicagdo, a bioacumulacio e a
bioconcentracdo traduzem o acumulo do poluente nos organismos em relagdo a
quantidade do poluente presente, respectivamente, no solo e na 4gua (ANDREA, 2009).
Portanto, os bioindicadores devem ter uma relevancia bioldgica para informar sobre a
possivel contaminagdo do respectivo ecossistema. Entre os fatores que caracterizam esta
relevancia, um dos mais importantes € a sua posi¢do tréfica, isto €, quanto mais baixo
for seu nivel tréfico e quanto mais ele servir de alimento para os niveis superiores da
cadeia tréfica, maior € a relevancia bioldgica do organismo como bioindicador porque
através de sua contaminagdo toda a cadeia tréfica pode se contaminar.

4. Minhocas — organismos importantes para o solo

4.1 Diversidade

Atualmente sdo conhecidas em todo mundo cerca de 3500 a 4000 espécies de
Oligochaeta, reunidas em 36 familias de 3 ordens. Na regido Neotropical sdo conhecidas
22 familias englobando aproximadamente 800 espécies de Oligochaeta nativas ou
peregrinas, isto €, introduzidas por acdo do homem ou outro meio. No Brasil foram
assinaladas 18 familias, s6 no Estado de Sao Paulo 13 familias, sendo quatro
predominantemente aquaticas (dgua doce e mar) e 9 predominantemente terrestres. Oito

das familias terrestres, todas sdo da Subordem Lumbricina, sdo conhecidas
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popularmente como “minhocas” ou como “minhocogus”, quando maiores do que 15 a
20cm. Das nove familias de minhocas brasileiras, destaca-se Glossoscolecidae, que €
nativa e endémica na Regido Neotropical, ocorrendo desde o México até o norte da
Argentina e da costa Atlantica a Pacifica.
4.2 Caracteristicas

Righi (2008), diz que as minhocas caracterizam-se pelo corpo segmentado, com
cerdas saindo de foliculos diretamente na superficie do corpo, e por serem
hermafroditas. Vivem em todos os ambientes aqudticos (mar e dgua doce) e terrestres
que tenham um pouco de umidade. Sao lucifagas e dotadas de tigmotactismo positivo,
dai viverem no interior do substrato ou escondidas sob folhas, galhos, etc. E
demonstrada a plasticidade das minhocas para poder explorar os diversos ambientes e a
sua conseqiiente diversidade e importancia para a ciéncia pura em suas mais diversas
abordagens. E também evidenciada a influéncia das minhocas sobre os solos e sua

importancia para a pratica agricola e as ciéncias correlatas.

4.3 Importancia para a agricultura

Extremamente util para a agricultura, as minhocas passam sua vida perfurando o
solo, descompactando-o e tornando-o mais arejado. Além disto, “adubam o solo”,
ingerindo terra e matéria orginica e defecando o himus, produto rico em nutrientes
(LAVELLE, 2008). Lavelle as define como “engenheiras do ecossistema” gracas a
capacidade de escarificar os terrenos mais duros e contribuir tanto fisico, quimica e
biologicamente com o terreno onde o homem cultiva as plantas. Na questao fisica, as
minhocas sdo responsdveis pela constru¢do e manuten¢do da porosidade no solo,
evitando sua compactacdo, melhorando o crescimento das plantas devido a aeracdo do
solo e a reten¢do de dgua. Na questdo quimica, estimula a existéncia de microrganismos

e na parte bioldgica, ela exerce controle sobre as pragas, como os nematdides também
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“atrapalham” o vegetal durante a captura de dgua e transporte de nutrientes disponiveis
no solo.

As minhocas participam ativamente na formagdo e desenvolvimento da maior
parte dos solos, atuando na constitui¢do e conservagdo de sua fertilidade natural. Isso é
feito através da ingestdo e mistura de particulas minerais e orginicas com
microrganismos associados e produtos de excre¢do, formacdo de agregados e
construcdo de tuneis (EDWARDS, 1983; EDWARDS e BOHLEN, 1996). Elas
promovem uma fragmentacgdo e redistribuicao da matéria organica no solo, contribuindo
na ciclagem e liberacdo de nutrientes contidos nesse material (KENNETTE et al.,
2002). Assim sendo, como a possivel reestruturacdo do solo, pode existir uma
correlagdo positiva entre o periodo de urbanizacdo e o nimero de minhocas (SMETAK
et al., 2005).

Segundo Lavelle (1983), devido as adaptacdes e funcdo no ambiente, as
categorias de minhocas podem ser: detritivoras ou formadoras de substancias himicas,
que se alimentam de matéria organica ndo humificada, ou geéfagas que se nutrem de
particulas minerais e das reservas humicas do solo.

De modo geral, nos tropicos as comunidades de minhocas sdao dominadas por
espécies gedfagas, devido ao tipo de matéria organica, predominante no solo
(EDWARDS, 1983; GRISI er al., 1998). Entretanto, ao se fazer a substituicdo da
vegetacdo natural, as comunidades originais de minhocas sdo modificadas. Tais
modificagdes podem fazer com que as espécies nativas sejam substituidas por exéticas,
estas melhor adaptadas a condi¢des edaficas menos favordveis.

4.4 Organismos-testes
Virios estudos tém demonstrado que pela acdo das minhocas podem formar

macroporos (BEVEN e GERMANN, 1982; PIVETZ e STEENHUIS, 1995) e galerias
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orientadas verticalmente (ZACHAMAN et al., 1987). Dessa forma 0s macroporos e as
galerias promovem a ocorréncia do fluxo preferencial dos solutos, conduzindo
agroquimicos para horizontes mais profundos do solo (SADEGHI e ISENSEE, 1994).
ApOs a ingestdo, esses materiais promovem através do trato digestivo e sdo depositados
como coprolitos nos horizontes mais profundos do solo (LEE, 1985). Os efeitos disto
sobre as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo, influenciam a persisténcia,
a biodisponibilidade e transporte de agrotéxicos no solo (STEHOUWER et al., 1994;
PIVETZ e STEENHUIS, 1995; FARENHORST et al., 2000).

As minhocas possuem Vvarios quimio-receptores em seu tegumento,
especialmente nos segmentos anteriores do corpo, o que as tornam bastantes sensiveis
as mudancas quimicas no ambiente. Esta sensibilidade, aliada a sua capacidade de
locomogdo, permite que elas possam evitar areas contaminadas. Portanto, o teste de
rejeicdo, como uma alternativa para rapida avaliacdo da toxicidade, baseada na resposta
comportamental destes organismos, tem sido proposto por vérios autores (YEARDLEY
et al., 1996 e HUND-RINKE et al., 2003).

4.5 Selecido de espécies indicadoras

De acordo com Rombke et al. (1996), alguns critérios devem ser levados em
consideragdo na selecio de organismos para testes toxicolégicos, como: espécies
presentes em regides tropicais; espécies que t€ém contato intenso com o solo para
garantir a sua exposicao com os produtos quimicos; espécies que possuem alta taxa de
reproducdo em curto periodo de tempo, permitindo manter culturas padronizadas em
laboratdrio; espécies pertencentes a diferentes grupos funcionais, por exemplo, que

atuam de modo diferente no processo de decomposicao.
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4.6 Eisenia fetida - espécie teste padrao

Levando em conta os critérios de Rombke et al. (1996), a espécie Eisenia fetida
(SAVIGNY, 1826) (Oligochaeta, Lumbricidae) ¢ a mais adequada e amplamente utilizada
em testes toxicoldgicos para solo.

Esta espécie € atualmente recomendada em protocolos internacionais para ser
usada em testes padronizados de toxicidade de substancias quimicas para o solo, em
regides temperadas (OECD, 1984) e tropicais (IBAMA, 1990). Alimentam-se de
matéria orginica em decomposicdo, raramente consumindo solo mineral. Vivem no
maximo de 4 - 5 anos, sendo que normalmente atingem apenas dois anos de vida.
Quando ¢ ameacada, a minhoca secreta pelos péros na superficie superior do corpo uma
substancia fétida amarela que age em defesa do animal, o odor afasta possiveis
predadores (IHDC, 2007). E. fetida vive em habitats ricos em matéria organica como
em materiais em compostagem e esterco de animais, mas ndo sobrevive em solos
tropicais como as espécies nativas. Embora E. fetida possa ser considerada pouco
relevante para estudos toxicoldgicos por ndo representar a fauna de minhocas de solos
tropicais, esta tem sido a espécie-teste padrdo, ja que ainda ndo foi encontrada uma
espécie de solos tropicais adequada para testes toxicolégicos (por exemplo, criacdo em
laboratdério). Por isto, tem sido sugerido que, em paralelo aos estudos toxicolégicos com
E. fetida, seja avaliada a sensibilidade de espécies nativas aos contaminantes de solo

(GARCIA, 2004).

4.7 Pontoscolex corethrurus - nativa

A espécie peregrina Pontoscolex corethrurus (MULLER, 1857) (Oligochaeta,
Glossoscolecidae) ¢ amplamente distribuida em regides tropicais, onde € muito comum
em solos sob acdo antrépica (ROMBKE e VERHAAGH, 1992). Originada

provavelmente do platd das Guianas (RIGHI, 1984). P. corethrurus é abundante na
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regido Amazodnica e encontrada principalmente em dreas de vegetacdo secunddria,
pastagens, dreas cultivadas, mas raramente em floresta primdria. Tem estratégia
ecoldgica tipo endog€ica, vivendo no solo, geralmente na camada superior de 20 cm. P.
corethrurus € muito tolerante aos diferentes tipos de solo com variadas condicdes
fisico-quimicas bem como as alteracdes de temperatura e umidade. Adultos coletados
no campo podem facilmente produzir casulos em condi¢des de laboratério quando
mantidos em solo natural com esterco de gado na propor¢do de 2% (BERNARDES e
KIEHL, 1997). Segundo Hamoi (1991), em temperaturas entre 20 e 23 °C, o periodo de
desenvolvimento da eclosdo a maturacdo sexual é aparentemente longo (14 - 19 meses).
Entretanto, temperaturas e umidade mais altas podem resultar em aumento do
crescimento dos juvenis (LAVELLE et al., 1987). Apesar do pouco conhecimento de
técnicas de cultivo para P. corethrurus em laboratério, esta espécie pode ser adequada
para testes de toxicidade aguda e estudos em microcosmos devido a sua importincia
ecoldgica e dominancia em solos tropicais.

5. Cobre — um metal pesado

5.1 Caracteristicas

O cobre é um metal de transicio avermelhado, que apresenta alta
condutibilidade elétrica e térmica, s6 superada pela da prata. E possivel que o cobre
tenha sido o metal mais antigo a ser utilizado, pois se t€m encontrado objetos de cobre
de 8.700 a.C. Pode ser encontrado em diversos minerais e pode ser encontrado nativo,
na forma metdlica, em alguns lugares.

A condutividade elétrica do cobre merece especial men¢do por ter sido adotada
pela Comissdo Eletrotécnica Internacional em 1913 como base da norma IACS.

Na maioria de seus compostos apresenta estados de oxidagdo baixos, sendo o

mais comum o +2 , ainda que existam alguns com estado de oxidacdo +1. Exposto ao ar,
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a coloracdo vermelho salmdo inicial torna-se vermelho violeta devido a formacdo do
oxido cuproso ( Cu,O ) para enegrecer-se posteriormente devido a formacao do 6xido
cuprico ( CuO ). Exposto longamente ao ar dimido forma uma capa aderente e
impermedvel de carbonato bésico de coloracdo verde, caracteristica de seus sais, que é
venenosa. Quando se utilizam cacarolas de cobre para a coc¢do de alimentos ndo sdao
infrequentes as intoxicacdes, devido a acdo dos dcidos da comida que originam 6xidos,
contaminando os alimentos.

Os halogénios atacam com facilidade o cobre, especialmente em presenca de
umidade; no seco o cloro e o bromo nao produzem efeito e o flior s6 o ataca a
temperaturas superiores a 500 °C. Os oxidcidos atacam o cobre. Conhecido desde a
antiguidade € utilizado, atualmente, para a producdo de materiais condutores de
eletricidade (fios e cabos), e em ligas metdlicas como latdo e bronze. Com o enxofre
forma um sulfeto (CuS) de coloracdo branca. Entre as suas propriedades mecanicas
destacam-se sua excepcional capacidade de deformacdo e ductibilidade. Em geral, suas
propriedades melhoram em baixas temperaturas, o que permite utilizd-lo em aplicagcdes
criogénicas.

5.2 Metal pesado no solo

Os metais pesados t€m origem natural como componentes de rochas, sendo que,
nessa situacao, apresentam menores riscos aos seres vivos (COSTA et al., 2004).

Para Tiller (1989), a ocorréncia natural de metais pesados em solos depende,
principalmente, do material de origem sobre o qual o solo se formou e dos seus
processos de formacgdo. Consequentemente, os teores de metais pesados em solos e
sedimentos dependem, basicamente, da composicdo e propor¢do dos componentes de

sua fase solida. A relacdo do solo com o material de origem € bastante evidenciada
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quando o primeiro é formado “in situ” sobre a rocha, tornando-se menos expressiva nos
solos originados sobre materiais previamente intemperizados.

Tiller (1989) cita ainda que os solos originados diretamente sobre rochas
basicas, apresentam-se mais ricos em metais pesados do que aqueles formados sobre
rochas 4cidas ou sedimentares.

A medida que o intemperismo atua, os solos guardam menos caracteristicas de
suas rochas de origem, dessa forma, solos muito intemperizados tendem a apresentar
teores menores de metais pesados que aqueles com intemperismo incipiente.

Stevenson e Cole (1999) destacam que o ferro é o principal metal pesado
associado as rochas igneas. Isso, por motivos 6bvios de riqueza em minerais
ferromagnesianos nessas rochas. Os sulfetos também sdo constituintes importantes de
tais rochas. Como os minerais sulfetados apresentam-se geoquimicamente afins de
alguns metais como zinco, cobre e molibidénio, esses podem ser encontrados em teores
significativos. Zinco, manganés e cobre também ocorrem em minerais
ferromagnesianos, onde eles substituem isomorficamente o ferro e o magnésio na
estrutura do mineral. J4 o boro é encontrado largamente na turmalina, que é um
borossilicato. Ferro, zinco, manganés e cobre sdo, sobretudo, mais abundantes no
basalto, enquanto que boro e molibidénio sdo mais concentrados nos granitos. Esses
autores também citam que € possivel conter metais pesados em rochas sedimentares,
isso acontece porque elas sdo compostas por sedimentos provenientes de vdrias fontes
cujos metais podem estar presentes, por exemplo, adsorvidos as argilas. Elas podem
conter todos 0s metais existentes nas rochas primdrias, embora nao necessariamente nas
mesmas propor¢des. De modo geral rochas compostas por sedimentos finos apresentam-

se enriquecidas com zinco, cobre, cobalto, boro e molibidénio. Rochas
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metassedimentares como alguns xistos com elevados teores de matéria organica podem
conter cobre e molibidénio.

Alloway (1990), Costa et al. (2004), Penkov (1991) citam que aumentos nos
teores naturais de metais pesados podem ocorrer em dreas proximas de complexos
industriais, urbanos e, também, nas areas rurais de agricultura altamente tecnificada. E
constatado em tais dreas aumento nos teores de Zn, Pb, Ni, Cd, Cu, Hg, As, entre
outros. Feam (2003) e Penkov (1991) ainda revelam que as principais fontes de
contamina¢do por metais pesados sdo industrias, transportes e agricultura (irrigacdo e
inundacdo com dguas poluidas, tratamento de solos com pesticidas, herbicidas,
corretivos e fertilizantes contendo metais pesados), deposi¢ao atmosférica, entre outras.
A atividade mineradora também pode ser considerada como um importante mecanismo
de disponibilizacdo destes elementos. Isto acontece uma vez que estes metais, outrora
numa situacao estdvel, acabam expostos a fatores externos muitas vezes suficientes para
tornd-los biodisponiveis. Um exemplo de tal liberacdo de metais pesados é citado por
Nilsson (1991), segundo esse autor, algumas minas de carvao mineral podem gerar a
chamada drenagem é&cida gracas a oxidacdo de materiais sulfetados, especialmente da
Pirita e da Arsenopirita. A acidificacdo da solu¢cdo em contato com as rochas gera a
solubilizaciao de metais pesados, tornando-os disponiveis.

Nilsson (1991) ainda afirma que os teores geralmente encontrados em solos
contaminados, principalmente por atividades agropecudrias, sdo baixos. Porém,
tomando-se uma perspectiva a longo prazo podem ser encontrados teores elevados
provenientes de um acimulo ao longo de anos de utilizagdo desse compartimento
ambiental. Esse mesmo autor também cita a possibilidade de contaminacio de solos e
aqiiiferos por meio de aterros industriais e sanitarios. A massa de residuos solidos pode

N

conter metais pesados que, por sua vez, podem ser lixiviados gracas a acidificacdo
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provocada pela decomposi¢cdo da matéria organica combinado com a existéncia de
materiais metdlicos aterrados. Refletindo-se agora a respeito da disposi¢do de residuos
diretamente no solo, pode-se concluir que o contato direto de sua massa, através dos
métodos de disposicdo final, permite antever a existéncia de um potencial de
contaminac¢do desse compartimento ambiental. Esse potencial é maior quando a massa
de residuos € disposta de forma inadequada ou quando em sua composi¢do estdo
presentes substincias nocivas ao ambiente ou a saude dos seres vivos.

Além disso, a disposi¢cdo inadequada também representa riscos de emissdo de
gases toxicos ou contaminacdo de corpos d’dgua em funcdo da degradacdo desses
residuos, que geram 4cidos organicos na fase da acidogénese e que, quando lixiviados
pela massa de residuos, podem solubilizar elementos tais como metais pesados
presentes carreando-os para o solo ou para as dgua (subterrdneas ou superficiais)
(PEREIRA NETO, 1996 e BIDONE e POVINELLI, 1999).

Ramalho et al. (2000) e Penkov (1991) descrevem a contaminagdo do solo por
uma larga gama de metais pesados presentes como contaminantes ou como principio
ativo de uma série de agroquimicos. Além disso, metais pesados também podem chegar
ao solo por meio de irrigacdo com dguas contaminadas ou da fertirrigagdo. Feam (2003)
cita que tais metais ocorrem como contaminantes de fertilizantes e corretivos e como
principio ativo de pesticidas e herbicidas. Costa et al. (2004) mostra que residuos
sOlidos urbanos sao fontes potenciais de Cd, Cu, Pb e Zn. J4 os residuos industriais,
ainda segundo esses autores, podem ser fontes de Cr, Cd, Ni, e Ba.

5.3 Contaminagao por cobre

O cobre (Cu) € um elemento que ocorre naturalmente em praticamente todo

ambiente, bem como nos organismos (Tabela 3). Embora seja essencial ao nosso

organismo, quando aumentado causa intoxicagdo. A intoxicacio por cobre pode ocorrer



43

devido a contaminag¢do de cobre na dgua, absorcdo através da pele e niveis insuficientes
de elementos que competem com o cobre nos locais de absorcao intestinal como o zinco
e o molibdénio. Na deficiéncia de zinco, geralmente o cobre encontra-se aumentado. O
cobre pode estar aumentado devido ao uso de contraceptivos orais ou ao uso de
Dispositivo Intra Uterino com fio de cobre.

Como o cobre deposita-se preferencialmente no cérebro e no figado os sintomas
encontrados sdo inicialmente decorrentes do comprometimento destes dois Orgaos.
Sintomas do excesso de cobre ligados as alteragdes cerebrais incluem: distirbios
emocionais, depressdo, nervosismo e irritabilidade, sintomas semelhantes aos do mal de
Parkinson e alteracdes semelhantes a esquizofrenia e a outros distirbios psiquidtricos.
Outras alteracdes ligadas ao excesso de cobre: fadiga, dores musculares e nas juntas,
anemia hemolitica, queda de vitamina A, necrose hepdtica, ictericia e lesdo renal. Além
disso, o aumento de cobre estd associado ao aumento de radicais livres. No corpo
humano participa no metabolismo celular, transporte de ferro e constituinte de diversas
enzimas: 1) Amino oxidases (responsdveis pela oxidacdo de aminas), ii) Ascorbato
oxidases (oxidacao do 4cido ascorbico); iii) citrocromo oxidase (atual juntamente com
grupos heme na etapa final de oxidagdo), e iv) galactose oxidase (oxidacao de um grupo
-OH a -CHO no monossacaridio galactose). O cobre também ¢é importante na i) Lisina
oxidase, que controla a elasticidade das paredes da aorta, ii) Dopamina hidroxilase, que
atual sobre as funcdes cerebrais, ii1) Tirosinase, que influencia a pigmentacdo da pele,

1v) Ceruloplasmina, que atua no metabolismo do ferro.
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Tabela 2. Quantidade de cobre encontrada naturalmente no ambiente € no corpo
humano.

Localizacao Concentracio
Crosta terrestre 50ppm
Agua do mar
Superficie 0,008ppb
Fundo 0,02ppb
Agua natural 1-10ppb
Solos
Média 30ppm
Contaminado 100 - 10.000ppm
Corpo humano Ippm

Além disso, esse elemento é amplamente usado pelo homem tanto na inddstria
quanto na agricultura. Por isso, o uso desse elemento representa para o ambiente
problema de contaminagdo.

A contaminagd@o por cobre causa uma disfuncido genética fatal conhecida como
Doenca de Wilson. O processo de contaminacdo geralmente ocorre em feto cuja mae
apresenta altas concentracdes de cobre no organismo. A Doenca de Wilson provoca um
acimulo excessivo desse elemento essencial no organismo. Em pessoas sauddveis o
excesso de cobre presente em alimentos é eliminado, mas nos doentes de Wilson ocorre
uma bioacumulagdo. Infelizmente, o excesso de cobre ataca o figado e o cérebro,
provocando hepatite e sintomas neuroldgicos e psiquidtricos.

5.4 Fungicidas cuipricos

Book e Machado Neto (2000) relatam que dentre os diversos agrotéxicos, os
fungicidas cupricos sdo amplamente utilizados, representando risco potencial de
contamina¢do ambiental.

Andrei (1993) informa que “o fungicida oxicloreto de cobre é recomendado para
o controle de antracnose, requeima, ferrugem, mildio entre outras doencas de diversas

culturas, tais como, o algoddo, a batata, o café, a cana, os citrus, o feijdo e o tomate”.
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Os fungicidas cupricos podem ser recomendados, de forma geral, contra os
seguintes géneros € espécies de patdgenos: Cercospora, Sphaceloma, Alternaria,
Phytophthora, Mycosphaerella, Albugo candida, Colletotrichum, Puccinia allii,
Puccinia psiidi, Entomosporium maculatum, Hemileia vastatrix, Glomerella cingulata,
Plasmopara viticola, Cerotelium fici, Septoria, Stemphylium (BERGAMIN et al.,
1995).

O problema gerado aos organismos pela contaminacdo por essas substancias é
agravado devido a tendéncia dos metais pesados, como o cobre, acumularem-se e serem
translocados através dos diversos elos da cadeia bioldgica, ocasionando o processo de
bioconcentragdo (BOOCK e MACHADO NETO, 2000).

Os residuos de cobre em suas diferentes formas (sulfato, oxicloreto) oriundos da
aplicacdo de fungicidas causam danos ao solo: reduz a atividade de microorganismos do
solo (MERRINGTON et al., 2002); reduz a degradacdo de outros pesticidas
(piretréides) no solo (LIU et al., 2007); efeito negativo em populagdes naturais de
minhocas (MABOETA et al., 2003, 2004); efeito negativo no crescimento e reproducio
de minhocas (HELLING et al., 2000); efeito sobre a atividade de minhocas em solos

contaminados (VAN ZWIETEN et al., 2004); entre outros.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Area de estudo

O estudo foi desenvolvido na drea da Embrapa, localizada no km30 da AM-010,
norte da cidade de Manaus, cujas coordenadas geogréficas sao 02°53’sul e 59°59’oeste
(Figura 1).

m Embrapa

" Manaus

Figura 1. Imagem de satélite da area de estudo (EMBRAPA, 2003)

6.2. Selecao dos substratos

Para permitir a extrapolacao dos resultados obtidos em testes laboratoriais, os
testes foram realizados em dois tipos de solos comuns na regido Amazodnica: Gleissolo,
coletado em ambiente de varzea, na estacdo experimental da Embrapa -Iranduba e um
Argissolo, coletado em ambiente de terra firme, na drea experimental da Embrapa -
Manaus.
6.2.1 Preparacdo dos substratos

Para preparacdo dos substratos de teste os dois tipos de solo, foram secados ao
ar, retiradas as raizes e peneirados em malha de 5 mm. A mistura da solu¢do aquosa do
fungicida no substrato Gleissolo mostrou-se impraticivel devido a formacdo de uma
massa compacta. Por isto, para conferir maior friabilidade ao Gleissolo e permitir a
adicao da solugdo, foi adicionado areia fina (25% dos graos com até 200 micra) na
propor¢ao de 1:1 (m/m). Caracteristicas quimicas e fisicas dos substratos sao

apresentadas nas Tabelas 3 e 4, respectivamente.
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Tabela 3. Caracterizacdo quimica dos solos utilizados nos testes de toxicidade.

Variavel Argissolo  Gleissolo
pH (H,0) 4 5,6
P (mg/dm”) 6 94
K (mg/dm’) 21 72
Ca (c.molc /dm”) 0,1 9,5
Mg (c.molc /dm® ) 0,2 2,1
CTC 1,8 11,9
N total (%) 0,8 0,7
C org (%) 14,5 5,8
Matéria Organica (%) 24.9 9,9
Relacao CN 18 8,3

Tabela 4. Caracterizagdo fisica dos solos utilizados nos testes de toxicidade.

Variavel Argissolo Gleissolo

Argila (%) 17,5 15,4
Silte (%) 4,5 58,6
Areia (%) 80,1 23,9
Tipo de Argila Predominante 1:1 2:1
Classe Textural Franco Arenoso  Franco Siltoso
Capacidade Maxima de 18 36,2
Reten¢do de Agua (%)

Devido a preferéncia de E. fetida por substratos menos dcidos (pH entre 5,5 e
6,5) os testes com esta espécie foram feitos apenas no tipo Gleissolo, cujo pH varia em
torno de 5 e 6.

6.3 Selecdo das espécies indicadoras e procedimentos de cultivo

Eisenia fetida (Savigny, 1826) (Oligochaeta, Lumbricidae), ver Figura 2, é uma
espécie de minhoca de origem européia e amplamente disseminada em vadrias regides do
mundo incluindo os paises de clima tropical, € cultivada para producdo de himus e no
processo de compostagem. Atualmente € o organismo recomendado em protocolos
internacionais para uso em testes padronizados de toxicidade de substancias quimicas

para o solo em regides temperadas (OECD, 1984) e tropicais (IBAMA, 1990).
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Esta se desenvolve bem em substratos com pH entre 5,5 a 6,5 e ndo sobrevive
em ambientes dcidos (pH inferior a 5,0). Neste trabalho foram utilizadas culturas de E.
fetida previamente estabelecidas no laboratério de Entomologia da Embrapa Amazodnia
Ocidental, as quais foram originalmente adquiridas de criadores de minhocas nos
arredores de Manaus. Foram mantidas em caixas de madeira (150L) com esterco bovino
(Figura 3), mantidas a temperatura ambiente (25 a 30 °C; média = 28 °C), e expostas a um
ciclo luminoso natural (12h Iuz /12h escuro). As minhocas foram alimentadas uma a duas
vezes por semana com esterco bovino seco, triturado e livre de qualquer contaminagao por
substancias quimicas.

Pontoscolex corethrurus (Miiller, 1857) (Oligochaeta, Glossoscolecidae), € uma
espécie peregrina (Figura 4), amplamente distribuida em regides tropicais, onde é muito
comum em solos sob acdo antrépica (ROMBKE e VERHAAGH, 1992). P. corethrurus
€ tolerante aos solos acidos com pH entre 3,5 e 5,0. Apesar do pouco conhecimento de
técnicas de cultivo para P. corethrurus em laboratdrio, esta espécie foi considerada
adequada para testes de toxicidade aguda e em testes de rejeicdo devido a sua
importancia ecoldgica e dominancia em solos tropicais. Para os ensaios de toxicidade,
os individuos desta espécie ndo foram criados em laboratdrio, mas coletados em seu
habitat natural e aclimatados no substrato de teste (Figura 5) a temperatura ambiente (25
a 30 °C; média = 28 °C) por no minimo 24 horas antes do teste e expostos a um ciclo
luminoso natural (12h luz /12h escuro). Para os testes de toxicidade, a criacdo de P.

corethrurus nao foi estabelecida devido ao seu longo ciclo de desenvolvimento.
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Figura 2. Espécie teste padrio: Eisenia fetida Figura 4. Espécie nativa: Pontoscolex corethrurus
(Foto: Marcos Garcia) (Foto: Marcos Garcia)

Figura 5. Aclimatagdo de P. corethrurus
em solo teste. (Foto:Camila Mestrinho)

Figura 3. Caixas de madeira com esterco
bovino para criacdo de E. fetida.
(Foto:Camila Mestrinho)

6.4 Substancia teste

Os testes de toxicidade foram feitos com uma substancia usada como ingrediente
ativo na formulagcdo comercial denominada Fungitol Azul®, o oxicloreto de cobre, um
fungicida de acdo de contato, do grupo quimico cuprico, que contém 588 g/kg do
ingrediente ativo oxicloreto de cobre (equivalente em cobre metédlico 350g/kg), na
formulacdo pé molhdvel. Possui amplo espectro de controle das doengas flingicas em
vdrias culturas, principalmente em horticultura e fruticultura, de classificagdo ambiental
Classe III (Perigoso ao Meio Ambiente) e classificacao toxicoldgica Classe IV (Pouco

Téxico).
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6.5 Determinacao da Toxicidade Aguda

O sistema para determinacdo da toxicidade aguda de fungicidas para ambas as
espécies foi baseado nos protocolos internacionais OECD n° 207 e ISO 11268-1
(OECD, 1984; ISO, 1993a). Estes descrevem um método para a determinacdo de
toxicidade aguda para E. fetida, via cutanea e por ingestdo, o parametro avaliado neste
teste € a mortalidade. Para se obter uma faixa de concentra¢des do fungicida onde
haveria resposta a contaminagdo, testes preliminares foram feitos em 5 concentragdes
(e.g. 0,1 /1 /10 /100 /1000 mg/kg) e controle em apenas uma réplica. Com base nos
resultados destes testes, foram definidas as concentragdes (Tabela 5). Para evitar
mortalidade devido a mudancas das condi¢des de cultivo, antes do teste definitivo, as

minhocas foram expostas para aclimatacdo por 24 h no substrato de teste, livre de

contaminacao.

Tabela 5. Concentra¢des nominais (mg Cu/kg) utilizadas nos testes de toxicidade aguda.

Espécie Eisenia fetida Pontoscolex corethrurus
Substrato Gleissolo Argissolo e Gleissolo
Teste Agudo Rejeicao Agudo Rejeicao
100 7 7
200 14 14
Concentracoes 400 28 28
800 56 56
1200 112 112

6.5.1 Preparo da solucdo teste

As concentragdes de oxicloreto de cobre foram obtidas a partir da dissolucao
deste em 1000mL de dgua destilada e preparada uma solugado estoque (SE). Em seguida
a solucdo foi transferida para um Becker e mantida sobre um agitador magnético

(Figura 6) durante a retirada de aliquotas para o preparo das solu¢des (Figura 7). Para
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cada concentracdo, uma aliquota da SE (Figura 7) foi transferida para uma proveta e
completada com dgua destilada para obter o volume de solucao necessério para ajustar a

umidade do substrato teste (Tabela 6).

Figura 7. Aliquotas das
. respectivas concentragdes.

Figura 6. Solucio estoque em (Foto: Camila Mestrinho)
agitador magnético. (Foto: Camila
Mestrinho)

Tabela 6. Exemplo de preparo das solucdes de oxicloreto de cobre.

Concentracao | * Aliquota da Quantidade de ** Volume | Massa seca
desejada solucio ingrediente ativo | de solucio | de substrato
(mg i.a./ Kg) estoque (mL) (mg) (mL) (Kg)

Controle 0 0 360 2

7 1,25 14 360 2

14 2,5 28 360 2

28 5 56 360 2

56 10 112 360 2

112 20 224 360 2

* Dissolucdo de 32g do fungicida (= 11,2 g de cobre) em 1L de dgua destilada (= 11,2 mg de cobre /mL).
** Volume de solucdo necessdrio para ajustar a umidade do substrato.

6.5.2 Preparo do substrato teste

As diferentes concentra¢des de oxicloreto de cobre no substrato foram obtidas
com base na massa seca (ms), i.e., cada concentra¢do representando a quantidade do
ingrediente ativo (cobre) em mg por kg do substrato seco.

Uma vez que o ingrediente ativo foi diluido em dgua destilada, € promovida a

contamina¢do em 2000g (ms) de substrato (Figura 8) e posteriormente a mistura (Figura
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9), e desta distribui-se (500g ms) em frascos de vidro com tampa de pléstico, perfurada
(Figura 10). A umidade do substrato foi ajustada pela adi¢do da solugdo que variou
conforme a capacidade de retencdo de dgua de cada tipo de solo. Apds a contaminagdo
do substrato em diferentes concentragdes, amostras foram retiradas para cédlculo da

umidade e pH, em uma réplica de cada tratamento (Figura 11).

Figura 8. Contaminag¢do do Figura 9. Mistura do fungicida ao
substrato teste. (Foto: Camila substrato  teste. (Foto: Camila
Mestrinho) Mestrinho)

Figura 11. Amostras do substrato teste
contaminado para posterior determinacdo

Figura 10. Frascos .de vidro conten.do de umidade e pH. (Foto: Camila
substrato teste contaminado. (Foto: Camila .

. Mestrinho)
Mestrinho)

6.5.3 Exposicdo das minhocas ao substrato teste

Ap6s a contaminacdo do substrato e sua distribuicdo em frascos, as minhocas
foram adicionadas aos recipientes. Dez individuos de E. fetida pesando entre 300 a 600
mg ou cinco individuos de P. corethrurus pesando entre 300 a 1100 mg foram
colocados sobre a superficie do substrato e incubados a temperatura de 28 + 2°C, na
auséncia de luz (Figuras 12, 13 e 14). Apos 7 dias foi avaliada a mortalidade e pesagem

dos individuos (juntos) para medicdo da alteragcdo da biomassa das minhocas e
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devolvidos aos recipientes. Aos 14 dias de incubagdo foi feita a avaliacdo final com

procedimento similar, mas pesando os individuos separadamente.

Figura 12. Pesagem individual Figura 13. Distribui¢do dos individuos sobre
dos individuos. (Foto: Camila a superficie do substrato teste contaminado.
Mestrinho) (Foto: Camila Mestrinho)

Figura 14. Incubacdo dos individuos. (Foto:
Camila Mestrinho

6.6. Teste de rejeicao (efeito sobre o comportamento)

O principio deste teste € a exposi¢do simultinea das minhocas ao solo que se
quer avaliar (contaminado) e ao solo controle, permitindo a migracao entre ambos. Apos
o periodo de 2 dias a localizacdo dos individuos € determinada. O sistema para
determinac¢do do teste de rejei¢do de fungicidas para ambas as espécies foi baseado no

protocolo internacional ISO -17512 (ISO, 2006). Foram feitos testes de rejei¢ao para E.



54

fetida em Gleissolo , e para P. corethrurus em Gleissolo e Argissolo. A escolha das
concentracdes utilizadas nos testes definitivos foi baseada nos resultados de testes
preliminares. Estas foram 7, 14, 28, 56 e 112 mg Cu /Kg para ambas espécies e
substratos.

Para os testes de rejeicdo, seguiu-se o mesmo procedimento de preparo da
solucdo estoque e contaminagdo do substrato-teste, usados para os testes de toxicidade
aguda. Os testes foram feitos em cinco concentracdes e quatro réplicas para os
substratos Argissolo e Gleissolo.

Caixas de pléstico (drea 11 cm x 15.5 cm, 6 cm de altura) foram preenchidas
com 250g (ms) de solo em cada metade, uma com substrato contaminado e outra ndo
contaminado (Figura 15). Durante o preenchimento foi usada uma ladmina diviséria para
evitar a mistura dos substratos. Em seguida, a lamina foi retirada e 10 individuos de E.
fetida pesando entre 300 a 600 mg, ou de P. corethrurus pesando entre 300 e 1100 mg
foram colocados na regido central de cada recipiente e aguardado o tempo necessdrio
para as minhocas imergirem no substrato (Figura 16). Em seguida estas foram
incubadas por 48h a 28 + 2 °C, na auséncia de luminosidade. Ao término da incubagdo
cada recipiente foi cuidadosamente examinado e, separando-se as seg¢des (controle e
tratamento), foi registrado o nimero de individuos que migraram para o controle. A
resposta de rejeicdo foi quantificada pela diferenca entre as propor¢des de individuos
em cada uma das secdes. Em cada réplica, a rejeicdo (R) (expressa em percentagem) foi
calculada pela férmula: R = [(C - T) /10] x 100; onde (C) é o total de individuos
observados no solo controle; (T) é o total de individuos observados no solo

contaminado e, “10” representa o nimero de individuos por réplica.
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Figura 15. Caixa de plastico dividida em Figura 16. Distribui¢do dos individuos no
solo contaminado e ndo contaminado. centro do recipiente. (Foto: Marcos Garcia)
(Foto: Marcos Garcia)

6.7 Determinacao do pH do substrato

A determinacdo da acidez do substrato foi feita segundo o protocolo ISO-10390
(ISO, 1994). Em uma réplica de cada tratamento foi retirada amostra do substrato
contaminado, e secado ao ar. Em seguida, 25mL de solucdo de CaCl, 0,01M foi
adicionado a 10g (ms) da amostra e misturado por meio de agitador magnético por no
minimo cinco minutos e apds 1 hora em repouso foi feita a medicdo de pH.
6.8. Determinacdo da umidade do substrato

A determinac¢do da umidade do substrato foi feita segundo o protocolo ISO-

11465 (ISO, 1993b). Nas mesmas réplicas escolhidas para determinacdo do pH foram

tomadas amostras para determinacdo da umidade. Pesavam-se os respectivos recipientes
(tara), em seguida tomavam-se uma pequena quantidade do substrato Umido
contaminado (tara + solo imido) de aproximadamente 18g, onde posteriormente foram

secadas em estufa a 105°C até peso constante (solo seco).
6.9. Determinagdo da concentragdo real de cobre no substrato.

A “‘concentragdo nominal”, isto é, a quantidade do ingrediente ativo esperada no

substrato de teste apds sua contaminacdo intencional no laboratério, foi considerada



56

para calculo da toxicidade (CLsp). Entretanto, para confirmacgdo das doses crescentes de
cobre nos ensaios, foi determinado o conteido de cobre total do substrato teste para os
diferentes tratamentos. Ao final da aplicacdo da solucdo de oxicloreto de cobre no
substrato, amostras foram tomadas em cada tratamento (concentracdo nominal) para
andlise de cobre total (concentracdo real). A andlise do cobre total foi realizada pelo

método de digestdo nitrico-perclérica (EMBRAPA, 1997).

6.10 Desenho experimental e andlises estatisticas

Os experimentos foram em delineamento inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e controle, com quatro repeti¢des. Para avaliagdo da toxicidade aguda dos
fungicidas foi estimada a concentragdo letal mediana (CLsp) por meio do método de
Probit (FINNEY, 1971). O valor da CLs, foi apresentado em massa do ingrediente ativo
(mg) por massa de solo (kg). O programa de andlise de Probit foi obtido em U.S.EPA
(2002). As curvas de dose-resposta geradas apds andlise de Probit foram feitas no
programa ToxRat®. Diferencas entre o controle e tratamentos foram avaliadas por meio
de andlise de varidncia (ANOVA) e para comparacdo de médias foi utilizado o teste de
Dunnett, a 5 % de significancia. Nos testes de rejeicao foi utilizado o Teste t-Student para
compara¢do das médias do numero de individuos entre as secOes contaminadas e de
controle. Para a andlise de variancia, teste t-Student e regressdo linear foi utilizado o
programa SigmaStat®. Os graficos referentes aos testes de rejeicdo foram feitos

utilizando o programa SigmaPlot®.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Toxicidade aguda para Eisenia fetida

Segundo Neuhauser et al. (1985); Spurgeon et al. (1994) e Kula e Larink, (1998),
os valores da CLsy de cobre para Eisenia fetida dependem do tipo de substrato utilizado

variando entre 100 e 1002 mg Cu/kg de solo.

No presente estudo, o valor da CLsj estimado para a espécie E. fetida, apos 14 dias
de exposi¢ao, em solo Gleissolo contaminado foi de 1162,3 mg Cu/kg (975 - 1385,2). A
baixa toxicidade aguda de oxicloreto de cobre para E. fetida pode ser observada pelo
tipico formato da curva dose-resposta, isto €, pequeno incremento da mortalidade para

grande aumento da dose (Figura 17).
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Figura 17. Curva dose-resposta de toxicidade aguda de cobre para Eisenia fetida em Gleissolo
(Manaus/2009).

Neste estudo, testes de toxicidade aguda mostraram que o fungicida oxicloreto de

cobre tem baixa letalidade para a minhoca E. fetida (Tabela 8). Pesticidas com valores
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de concentracdo letal mediana (CLsp) maior que 1000 mg ingrediente ativo/kg sdo

consideradas ndo téxicos para minhocas no campo (KOKTA, 1992).

Tabela 7. Toxicidade aguda de cobre para Eisenia fetida em Gleissolo (Manaus/2009).

Biomassa Mortalidade Biomassa % do peso
VI(‘rl;lagtaCIEEg;) (mg) [%] (mg) inicial
1° Dia 14° Dia
Controle 403 2,5 256,6 63,7
100 412,3 2,5 264,3 64,1
200 398,9 5 229,1 57,4 *
400 402,7 5 210,8 52,3 %
800 408,7 22,5 n.d. n.d.
1200 411 55 n.d. n.d.

* Estatisticamente diferente do controle (ANOVA, Teste Dunnett, P<0,01); n.d. = nédo
determinado

7.2 Toxicidade aguda para Pontoscolex corethrurus

Ensaio de toxicidade aguda para P. corethrurus mostrou que esta espécie tem maior
sensibilidade ao oxicloreto de cobre que a espécie teste-padrdo, E. fetida, ambas
testadas em Gleissolo. O valor da CLsg, para P. corethrurus foi estimado em 154,6 mg

Cu/kg (58,9 - 405,7), ver figura 18, e para E. fetida toi 1162,3 mg Cu/kg (975 - 1385,2).
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Figura 18. Curva dose-resposta de toxicidade aguda de cobre para Pontoscolex corethrurus em Gleissolo
(Manaus/2009).

Para a avaliac@o de risco ambiental de substancias quimicas em regides tropicais é
importante verificar se espécies de minhocas nativas podem apresentar diferente
sensibilidade quando comparada a espécie teste padrdo E. fetida. Para a espécie nativa,
Pontoscolex corethrurus, nao existem dados disponiveis na literatura sobre a
sensibilidade ao cobre. Garcia (2004) observou que P. corethrurus é mais sensivel ao
fungicida carbendazim (CLsy = 45.6 mg ingrediente ativo./kg) que E. fetida (CLsy >
1000 mg a.i./kg). Em parte a diferenca de sensibilidade pode ser explicada pela distinta
estratégia ecoldgica de P. corethrurus que, vive em estreito contato com o substrato
alimentando-se diretamente do solo mineral. Até o momento esta espécie foi raramente
usada em testes toxicoldgicos (KALE e KRISHNAMOORTHY, 1979).

Ao contrario de E. fetida a reducdo de biomassa em P. corethrurus, nao foi
significativa para teste agudo em Gleissolo (Tabela 9). Entretanto, em Argissolo foi

observada reducao significativa apenas na concentragao de 56 mg Cu/kg (Tabela 10).
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Tabela 8. Toxicidade aguda de cobre para Pontoscolex corethrurus em Gleissolo
(Manaus/2009).

Biomassa Mortalidade Biomassa % do peso
Tratamento (mg) [%] (mg) inicial
(mg Cu/kg) : )
1° Dia 14° Dia

Controle 679,0 15 660,5 97,3
7 599,8 5 529,1 88,2

14 672,9 15 674,1 100,2
28 691,6 15 596,5 86,3
56 665,4 35 500,2 75,2
112 689,0 45 450,5 65,4

Tabela 9. Toxicidade aguda de cobre para Pontoscolex corethrurus em Argissolo
(Manaus/2009).

Biomassa Mortalidade Biomassa % do peso
Tratamento (mg) [%] (mg) inicial
(mg Cu/kg) : )
1° Dia 14° Dia
Controle 396,5 10 530,3 133,8
7 4439 40 552,67 124,5
14 428.5 15 508,65 118,7
28 419,8 30 463,81 110,5
56 419,5 35 385,21 91,8 *
112 3854 75 n.d. n.d.

* Estatisticamente diferente do controle (ANOVA, Teste Dunnett, P<0,01); n.d. =
nao determinado

Devido a grande variabilidade da resposta de cobre para P. corethrurus em
Argissolo, os dados nao foram ajustados em uma tipica curva dose-resposta, estimando
a CLspem 84,3 mg Cu/kg (35-202,8) (Figura 19). O amplo intervalo demonstra a pouca
confiabilidade da estimativa da CLsp, o que provavelmente foi resultado da
variabilidade de idade e maturagdo reprodutiva da populacdo de P. corethrurus obtida
no campo. O cultivo desta espécie em laboratdrio precisa ser estudado a fim de obter

individuos de idade e fase reprodutiva mais homogénea.
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Figura 19. Curva dose-resposta de toxicidade aguda de cobre para Pontoscolex corethrurus em Argissolo
(Manaus/2009).

7.3 Resposta de rejei¢cdo: Eisenia fetida e Pontoscolex corethrurus

A rejei¢do ao substrato contaminado com oxicloreto de cobre foi observada para
ambas as espécies de minhocas. Conforme ja havia sido demonstrado para E. fetida
(YEARDLEY et al., 1996; SLIMAK, 1997; STEPHENSON et al., 1998), neste estudo
foi confirmada a capacidade de P. corethrurus de evitar substratos contaminados. Maior
sensibilidade ao cobre foi observada para P. corethrurus que para E. fetida (respostas

significativas a 14 e 28mg Cu/kg, respectivamente), (Figuras 20 e 21).
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Figura 20. Resposta de rejeicdo de Eisenia fetida a diferentes concentracdes de cobre em Gleissolo (média e
erro padrdo, * estatisticamente significante, teste-t, p < 0,05).
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Figura 21. Resposta de rejeicio de Pontoscolex corethrurus a diferentes concentracdes de cobre em
Gleissolo (média e erro padrio, * estatisticamente significante, teste-t, p < 0,05).
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Em Argissolo as respostas de rejei¢do de P. corethurus ndo foram significativas
conforme o aumento de concentracdo (Figura 22). Este resultado pode ser explicado
devido ao alto teor de matéria organica no argissolo,e com isso o cobre houve a maior

adsor¢do, isto €, tornou-se disponivel.

100 «
Rejeicao
80 -

(N

-20 -~

REJEICAO (%)

40 - i

7 14 28 56 112

COBRE (mg / kg)

Figura 22. Resposta de rejeicdo de Pontoscolex corethrurus a diferentes concentragdes de cobre em
Argissolo (média e erro padrdo, * estatisticamente significante, teste-t, p < 0,05).

7.4 Testes de toxicidade na avaliagio de risco ambiental

Testes de toxicidade aguda foram baseados em metodologia de padrdo internacional
descritas em OECD 1984 e ISO 1993 e nos métodos modificados para regido tropical
sugeridos por Garcia (2004). Problemas metodolégicos observados foram: Mortalidade
acima de 10% em um teste agudo com a espécie nativa P. corethrurus, o que era
esperado em individuos coletados em campo, isto €, populacdo ndo homogénea;
Reducdo da biomassa maior que 20% no controle no teste agudo com E. fetida.
Entretanto, segundo Garcia (2004) a reduc@o de biomassa no controle deve-se ao efeito

do substrato (solo natural) e da temperatura (28 °C) utilizados neste ensaio.
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O principal parametro avaliado em testes de toxicidade aguda € a mortalidade.
Embora pouco importante neste tipo de ensaio, o efeito da substancia quimica sobre a
biomassa tem sido sugerido como pardmetro adicional para os casos de nenhum efeito
agudo (KULA, 1998). Observou-se o efeito de redu¢cdo da biomassa dos individuos de
E. fetida quando expostos a concentracdes subletais de oxicloreto de cobre (200-400mg

Cu/kg) em Gleissolo (Tabela 8).

Estudos sobre o efeito do cobre revelaram que o crescimento das minhocas €
afetado quando expostas em concentragdes de 100mg Cu/Kg ou ainda superior a 320mg
Cu/Kg de solo e ocorre efeito sobre a taxa de reproducdo em concentragdes entre 53,3 e
150 mg Cu/kg (MALECKI et al, 1982; MA, 1984; SVENDSEN e WEEKS, 1997;
KULA e LARINK, 1998). De acordo Helling et al. (2000), a presenca de oxicloreto de
cobre no esterco bovino teve um efeito negativo na taxa de crescimento de E. fetida,
podendo este parametro ser considerado um indicador mais sensivel dos efeitos de

fungicidas cupricos sobre minhocas.

Segundo Maboeta et al. (2004), os valores de CLsy resultantes de testes de
toxicidade aguda de oxicloreto de cobre para E. fetida pode conduzir a uma avaliagio
ecotoxicoldgica subestimada. Além disto, conforme observado no presente estudo, a
menor sensibilidade de E. fetida ao oxicloreto de cobre, comparada a espécie nativa P.
corethrurus deve ser considerada na avaliacdo de risco ambiental. Ambas as espécies
mostraram comportamento de rejei¢do ao solo contaminado com oxicloreto de cobre em
concentracdes muito mais baixas que aquelas determinadas nos testes agudos (CLsg)
refletindo a alta sensibilidade dos testes de rejeicio (YEARDLEY et al.,, 1996,

GARCIA et al., 2007).
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7.5 Concentragdo de cobre no solo

O conhecimento das concentragdes naturais de cobre total € necessdrio para

defini¢ao dos padrdes de referéncia no caso de avaliacdes da contaminagao ambiental.

O levantamento dos teores naturais de cobre total em solos brasileiros € escasso.
Fadigas et al. (2002), avaliaram o teor de cobre total em diferentes tipos de solos
brasileiros, ndo contaminados, entre 3,1 a 14,3 mg/kg. Concentracdes de cobre no solo
acima de 150 mg/kg sdo consideradas toxicas (efeitos cronicos) para a maioria das
plantas cultivadas (WHO, 1998). O contetdo natural de cobre nos solos testados foram
de 10,5 a 11,6 mg/kg no solo tipo Gleissolo e de 1,3 a 1,6 mg/kg no Argissolo. Para
estes solos freqiientes na Amazodnia e, inclusive para Latossolo, ndo existem registros
sobre a concentracdo de cobre total em dreas onde ha intenso uso de fungicidas

cupricos.

Segundo Nachtigall et al. (2007), em &reas cultivadas onde hd o uso de
fungicidas cupricos o teor de cobre total no solo varia de 1200 a 1380 mg/kg,
excedendo a concentracdo médxima permitida de 140 mg/kg atualmente imposta pela
comunidade européia. A correlagdo entre as concentracdes nominais e reais foi alta e
significativa em todos os ensaios (coeficientes R?>=0,99 e P<0,01). Portanto, pode-se
confirmar que as minhocas estiveram expostas a concentragdes crescentes de cobre no
substrato (Tabelas 11 e 12). Entretanto, a concentragdo do cobre ativo, isto &,

biodisponivel, ndo pode ser prevista com base na concentragdo do cobre total no solo

(PIETRZAK e MCPHAIL, 2004).
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Tabela 10. Concentragdes nominais e reais de cobre utilizadas nos ensaios com Eisenia
fetida em Gleissolo (valores em mg Cu / Kg).

Gleissolo
Teste Agudo Teste Rejeicao

Nominal Real Nominal Real
0 11,1 0 10,5
100 94,4 7 18,5
200 173,1 14 26,3
400 349.8 28 40,2
800 610,5 56 63,0
1200 1009,2 112 119,5

Tabela 11. Valores das concentra¢cdes nominais e reais de cobre utilizadas nos ensaios
com Pontoscolex corethrurus em Argissolo e Gleissolo (valores em mg Cu / Kg).

Argissolo Gleissolo
Teste Agudo Teste Rejeicao

Nominal Real Nominal Real Nominal Real
0 1,3 0 1,6 0 11,6

7 6,8 7 6,0 7 16,0

14 12,3 14 11,3 14 22,7

28 26,8 28 21,9 28 30,8

56 52,0 56 43,0 56 61,6
112 1094 112 93,7 112 113,9

A biodisponibilidade do cobre no solo, isto €, a fracdo do metal que é absorvida
pelos organismos expostos, € fortemente dependente do pH, conteddo e tipo de argila e
teor de matéria organica. Portanto, no presente estudo, a biodisponibilidade do cobre
provavelmente foi influenciada pelas diferencas fisico-quimicas do solo, o que explica a

diferenca de toxicidade deste metal para minhocas entre os substratos.
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CONCLUSAO

Os testes de toxicidade aguda em Gleissolo mostraram que o fungicida
oxicloreto de cobre tem baixa letalidade para a minhoca E. fetida, embora P.
corethrurus, apresentou maior sensibilidade ao agrotéxico.

Quando expostos a concentragdes subletais de oxicloreto de cobre, individuos de
E. fetida sao mais sensiveis a redu¢cao da biomassa.

Ambas as espécies de minhocas evitam solos contaminados com oxicloreto de
cobre ainda que em baixas concentragdes. Aparentemente P. corethrurus tem maior
sensibilidade em Gleissolo.

Ensaios realizados com P. corethrurus, podem ser uteis para a avaliacao de risco

ambiental de oxicloreto de cobre, em regides tropicais.
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