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O mercurio (Hg) é um metal altamento toxico e conhecido pela capacidade de causar sérios danos a saude
humana e ambiental. O presente trabalho propde a avaliagdo da biodisponibilidade de Hg em trés classes de
solo tropicais, utilizando bioensaios com Eisenia andrei. Para tanto, amostras de chernossolo, latossolo amarelo
e latossolo vermelho foram contaminadas artificialmente em laboratério. Ensaios de toxicidade aguda, de
comportamento, e de bioacumulagdo foram realizados para avaliagdo do efeitos letais, comportamentais e
incorporacdo de Hg pelos organismos. Os resultados dos testes comportamentais e de toxicidade aguda
indicaram que as propriedades dos solos, associadas a forgantes biologicas, desempenharam papel
fundamental nos mecanismos de biodisponibilidade, sendo o maior potencial toxico atribuido ao Latossolo
Amarelo. O ensaio de bioacumulagéo revelou que os oligoquetas foram capazes de bioacumular o contaminante,

podendo ser utilizados como bioindicadores de poluigdo mecurial em solos.
INTRODUGAO

O mercurio (Hg) € um metal altamente toxico e amplamente conhecido pela capacidade de causar sérios danos
a satde humana e ambiental. As fontes de contaminagao antropogénica estio usualmente relacionadas ao seu
emprego na mineragdo, odontologia, industrias soda-cloro, confeccdo de ldmpadas fluorescentes, produtos
cosméticos, farmacéuticos, bardbmetros, termémetros e baterias recarregaveis (WHO, 1990). A toxicidade do Hg
depende de sua forma quimica no ambiente. As formas inorganicas possuem importancia secundaria quando
comparadas a espécie quimica metilada (metilmercurio - MeHg), uma vez que esta Ultima provoca danos
irreversiveis ao organismo, além de ser neurotoxica e teratogénica (WHO, 1990). Entretanto, é importante

ressaltar que o Hg inorganico corresponde a forma quimica capaz de ser biotransformada em MeHg.

A maior parte dos estudos geoambientais esta baseada em analises quimicas totais, extragdes seqliéncias, e/ou
extragdes seletivas de fragdes geoquimicas de elevado potencial de mobilidade ef/ou biodisponibilidade.
Contudo, embora extremamente importantes, essas abordagens analiticas néo levam em consideragdo a
ecotoxidade e seus efeitos ao nivel do ecossistema. Neste sentido, a abordagem ecotoxicoldgica pode
complementar os resultados da geoquimica analitica através da investigagdo dede efeitos letais e sub-letais.
Ainda, a determinagéo dos teores de contaminantes em tecidos de organismos expostos auxilia na confirmagédo

das fragOes biodisponiveis usualmente identificadas/quantificadas por métodos consagrados em geoquimica.



No caso dos solos, os oligoquetas tém sido largamente utilizados como organismos-teste em ensaios
ecotoxicologicos (Nahmani et al. 2007). Seu amplo emprego em bioensaios se justifica pelo simples cultivo em
laboratdrio, ingerem grande quantidade de solo, representam até 92% da pedo-biomassa (quando presentes),
servem de alimento para diversas espécies de animais (elo importante da cadeia tréfica tarrestre) e séo

extremamente sensiveis a presenca de xenobiontes (Liu et al. 2005; Nahmani et al. 2007).

A resolucdo 420 do CONAMA (2009), que estabelece as diretrizes para qualidade de solos no Brasil, estipula
para Hg valores de prevencao (0,5 mg/kg), intervencao agricola (12 mg/kg), intervencéo residencial (36 mg/kg) e
intervengdo industrial (72 mg/kg). No entanto, estes padrbes néo representam as diferencas inerentes a
variedade espacial das ocorréncias pedoldgicas brasileiras, bem como a influéncia das propriedades dos solos
sobre os mecanismos de ecotoxidade e biodisponibilidade, tornando extremamente importante a realizacéo de
estudos relacionados ao tema. O presente trabalho objetiva avaliar a ecotoxicidade de Hg em solos tropicais

com caracteristicas diversas, utilizando testes ecotoxicolégicos com oligoquetas da espécie Eisenia andrei.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Amostragem e determinagado do mercurio total

Para realizagéo deste estudo, foram estudados os latossolos amarelos, latossolos vermelhos e os chernossolos.
O latossolo amarelo (Horizonte A) e latossolo vermelho (Horizonte A) foram coletados no municipio de Pinheiral
(RJ) e Dourados (MS), respectivamente, pela equipe da EMBRAPA-Solos. O Chernossolo (Horizonte B) foi
coletado no Rio de Janeiro (RJ), em parceira com o Departamento de Geologia da UFRJ. Em laboratorio, os
solos foram secos a temperatura ambiente, desagregados e peneirados a 10 malhas, para remog&o de raizes e
particulas maiores. Apds essa etapa, procedeu-se com a contaminagéo dos solos a partir de uma solucdo mae
de 1000 mg/L (Merck). Apbs 24 horas de contaminagdo, os solos foram utilizados para os testes. A
determinagéo do Hg total em amostras bidticas e abiédticas foi efetuada por uma absorgéo atdmica [[LUMEX (R A

915 +)]. Antes de serem analisados, 0s oligoquetas foram previamente congelados e liofilizados.
2.2 Testes de ecotoxicidade aguda

Os oligoquetas utilizados para a realizagdo do teste de toxicidade foram cultivados no Laboratério de
Ecotoxicologia (LECOMIN) do CETEM. O ensaio de ecotoxicidade aguda foi realizado conforme os
procedimentos propostos por ASTM (2004). Para tanto, o experimento foi executado com 200 gramas de solo e
10 organismos adultos de peso semelhante (para garantia de populagdes mais homogéneas) por réplica (trés).
Para o controle, foram preparados solos artificiais de acordo com as recomendagdes de Garcia (1994). Apés 14
dias de testes, 0o numero de organismos sobreviventes em cada réplica foi verificado. A estimativa da
concentragdo de Hg em solos capaz de provocar a mortandade de 50% dos organismos (CL50) foi estimada
com o emprego do software Trimed Spearman Karben Method. A sele¢do das concentracbes de Hg a serem
testadas foi baseada nos teores de intervengéo agricola (12 mg/kg), residencial (36 mg/kg) e industrial (72
mg/kg) estipulados pela Resolugdo 420 do CONAMA (2009). Dessa forma, testes exploratérios foram
inicialmente executados com solos artificiais. De acordo com a CL50 obtida em solos artificiais, foram definidas

as concentragdes para contaminagdo dos solos naturais, para identificagdo e emprego de doses néo letais.



2.2 Teste de toxicidade aguda com papel de contato

Estes ensaios foram executados conforme os procedimentos propostos por OECD (1984). O teste consiste na
exposicdo de oligoquetas adultos a papéis de filtro umedecidos com uma solu¢do de Hg, a fim de avaliar a
biodisponibilidade potencial através de contato dérmico. O preparo das solucdes-teste foi realizado por meio de
diluicio de padréo de 1000 mg/L de cloreto de Hg (Merck). O ensaio foi realizado com 10 réplicas, contendo um
organismo. O experimento foi realizado na auséncia de luz e & temperatura de 20 + 2 °C. O papel de filtro (5 x
10 cm?) foi umedecido com 2mL de substancia teste. Um pedago deste papel foi acomodado as paredes de um
béquer de 50mL, e em seguida os organismos foram introduzidos. A verificagdo do grau de mortalidade dos

organismos foi efetuada apds 72 horas de exposicao.
2.3 Teste de bioacumulagao

Estes experimentos foram realizados de acordo com ASTM (2004). O ensaio € composto por duas etapas:
bioacumulacao e depuragdo, ambos com 28 dias de duragdo. O teste foi realizado com 3600 g de solo e 90
organismos adultos de peso semelhante para cada réplica (3). O teor de umidade do solo foi ajustado de acordo
com capacidade de campo. Ao longo da etapa de bioacumulagéo, 10 organismos foram retirados de cada réplica
em dias definidos (4°, 7°, 14°, 21° e 28° dias de teste), e enviados para a determinagéo do Hg total, previamente

deixados por 24 h sobre um papel umedecido com agua destilada, para o purgamento do contetdo intestinal.

Apbs a etapa de bioacumulagdo, os organismos restantes foram transferidos para um solo artificial, onde
permaneceram por mais 28 dias (etapa de depuracdo). Ao longo desta etapa, 10 organismos de foram
novamente retirados de cada réplica em dias estabelecidos (7°, 14°, 21° e 28° dias de teste) e enviados para a

determinagéo do Hg total. Este teste foi somente realizado com o latossolo vermelho.
2.4 Teste de comportamento

O teste de comportamento ou fuga (“avoidance test’) foi realizado conforme o procedimento proposto por ISO
(2008). Para a execugéo do ensaio, recipientes plasticos (20cm de comprimento, 12cm de altura, e 5cm largura)
foram divididos em duas segbes de mesma &rea, com o auxilio de um cartdo plastico. Uma das segdes foi

preenchida com solo teste, e a outra com a mesma quantidade de solo controle (solo natural ndo contaminado).

Apbs a remogdo do cartdo plastico, 10 individuos adultos foram colocados sobre a linha que divide os solos.
Durante as 48 horas de teste, os oligoquetas foram mantidos sob temperatura de 22°C em incubadora, com
ciclos de luz e escuriddo de 12 horas. Ao final do ensaio, verificou-se a porcentagem de oligoquetas presentes
no solo-teste e no solo controle. Quando menos de 20% dos organismos eram encontrados no solo teste,
considerava-se que o solo tinha “fungdo de habitat limitada” (ISO, 2002). As concentragbes de Hg a serem

testadas nestes ensaios foram selecionadas de acordo com os resultados obtidos com os bioensaios agudos.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Testes de toxicidade aguda

Estes bioensaios agudos incluem ambas as vias de exposi¢do: ingestdo e contato dérmico. Os resultados

possibilitaram a obtengdo de valores de CL50 para os diferentes tipos de solo (Tabela 1). Relagdes de
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interdependéncia dose e resposta (mortalidade) foram identificadas para todos os solos estudados (p < 0,05).
Com base nos resultados obtidos em solos artificiais, foram definidas as concentragdes a serem testadas em
solos naturais: chernossolo (5, 10, 12, 15, 18 e 20 mg/kg), latossolo amarelo (2, 5, 6, 8, e 10 mg/kg) e latossolo
vermelho (5, 10, 15, 20 e 25 mg/kg). No caso do solo artificial, niveis significativos de mortalidade (>20%) foram
somente observados para teores acima do limite de intervengdo agricola (12 mg/kg) (CONAMA, 2009).
Entretanto, no latossolo amarelo niveis letais de toxicidade foram observados para concentragbes de 8 mg/kg.

Com os resultados de CL50, pode-se sugerir maior toxicidade do mercurio em latossolo amarelo.
Tabela 1. Concentragéo letal a 50% dos organismos (CL50 — mg/kg de Hg) e intervalos de 95% de confianca

obtidos para as classes de solos estudadas.

Solo Limite Inferior CL50 Limite Superior
Artificial 15,27 15,86 16,48
Latossolo Vermelho 18,63 19,51 20,44
Chernossolo 15,42 16,07 16,74
Latossolo Amarelo 6,5 7,03 7,59

Os resultados de CL50 revelam que a toxicidade potencial do Hg em latossolo amarelo é duas a trés vezes
maior do que nos demais solos testados. No caso deste tipo de solo, sugere-se que a auséncia de sitios mais
efetivos de adsorgdo efou complexacdo (mineralogia essencialmente caulinitica e baixos niveis de matéria
organica — Kede, 2006), associada a quase auséncia de alimento (baixos niveis de fertilidade), pode ter

estimulado a ocorréncia de maiores niveis de mortandade neste solo.

No latossolo vermelho, altos teores de matéria orgénica e de oxi-hidroxidos de ferro (Kede, 2006) possivelmente
funcionaram como importantes sitios de adsorgdo e/ou complexagéo do Hg, diminuindo sua biodisponibilidade

para a solucéo do solo e acarretando na obtencdo da maior CL50 dentre as classes de solo estudadas.

No chernossolo, a presenga de argilominerais expansivos (Cesar et al. 2008) possivelmente teve papel
importante nos processos de biodisponibilidade, devido ao seu elevado potencial de adsor¢do de cations,
diminuindo a disponibilidade de Hg para a solugdo do solo. Matske et al. (2008) também observaram
comportamento semelhante ao estudarem a influéncia de argilominerais 2:1 na fito-toxicidade de substancias
organicas para vegetais. Outro aspecto que pode ter corroborado para a diminui¢do da ecotoxicidade sdo as
elevados niveis de fertilidade desta classe de solo, que indicam maior disponibilidade de alimento para os

organismos.
3.2 Testes de toxicidade aguda com papel de contato

Para avaliagdo somente da exposicdo dérmica, os resultados destes ensaios revelaram niveis significativos de
mortandade (>20%) somente para as concentragdes acima ou igual a 8 mg/L, com CL50 estimada em 8,71 mg/L
(intervalo de 95% de confianga = 10,42 a 12,47 mgl/L). Relagdes significativas de interdependéncia dose e
resposta (mortalidade) foram também detectadas (p< 0,01). E importante notar que a CL50 obtida neste ensaio
é semelhante aquela obtida com o latossolo amarelo em teste agudo tradicional (ver item 3.1), sugerindo que a

via dermal de exposi¢do desempenha papel fundamental na ecotoxicidade e biodisponibilidade do mercrio.



E importante destacar que estes ensaios foram realizados com uma solugdo de Hg idnico e, dessa forma, ndo
levam em consideragao a influéncia das propriedades dos solos sobre 0s mecanismos de biodisponibilidade. Por
outro lado, este teste simula a absorgéo via dermal do metal pelos oligoquetas e, dessa forma, fornece uma
estimativa da concentracdo de Hg na solugdo do solo capaz de provocar efeitos letais aos organismos. Em
trabalhos futuros, seré testada a toxicidade aguda dos lixiviados destes solos (elutriatos), de forma a investigar o

papel das propriedades dos solos sobre a ecotoxicidade.
3.3 Testes de bioacumulagao

A dose de Hg utilizada neste ensaio corresponde ao CENO (concentracéo de efeito ndo observado) de letalidade
determinada nos ensaios agudos para todas as classes de solos estudadas (5mg/kg). Ao final da etapa de
bioacumulagdo, néo foi constatada mortalidade de organismos. Por outro lado, foi observada a auséncia de
casulos no solo-teste, sugerindo que a presenca do Hg foi capaz de inibir a reprodugdo dos oligoquetas. Os
resultados referentes a determinagao dos teores de Hg total (Figura 1) demonstraram fatores de bioconcetragao
(FBCs - raz&o entre o teor do metal no tecido pela concentragao no solo) variando de aproximadamente 2 a 20

unidades, indicando que os animais bioacumularam o contaminante (Liu et al. 2005).
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Figura 1 — Teores de mercurio total em tecidos de oligoquetas expostas a dose de 5 mg/kg em latossolo

vermelho e os respectivos fatores de bioconcentragdo (FBC).

Veiga & Hinton (2002) apontam para FBCs nessa faixa de variagao e sugerem o emprego destes organismos
como biondicadores de polui¢do mercurial. Outro aspecto importante dos nossos resultados diz respeito ao fato
de que os organismos nao foram capazes de depurar 0 mercurio incorporado durante a etapa de bioacumulag&o,
indicando a ocorréncia de mecanismos de fixagdo interna. De fato, a concentragdo de mercurio no tecido dos
animais incrementou aproximadamente 120 vezes, enquanto a depuragédo observada foi de apenas 4 vezes da

taxa bioacumulada.
3.4 Testes de comportamento

Os resultados referentes ao teste de comportamento estdo demonstrados na Tabela 2. Embora a concentragéo
de 5 mg/kg néo tenha causado qualquer efeito letal sob exposi¢do aguda, esta dose foi capaz de provocar

efeitos comportamentais significativos em todas as classes de solo estudadas, indicando a “fun¢do de habitat
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limitada” destes solos com esta concentragdo. Estas constatacfes concordam com aquelas obtidas com o
bioensaio agudo, que indicam niveis maiores de toxicidade para o latossolo amarelo. Na dose de 1 mg/kg, os
resultados mostram efeitos no comportamento de fuga apenas para o latossolo amarelo. Aspecto interessante
deste resultado que a dose de 1 mg/kg corresponde & concentragao de prevengéo proposta pelo CONAMA, bem

como ao CENO de comportamento para o latossolo amarelo.

Tabela 2. Resultados do teste de fuga em fungao de distintas doses e em diferentes tipos de solo: percentual de

organismos nos solos-teste apds 48 horas de exposicao.

Dose (mg/kg) Lat. Vermelho Chernossolo Lat. Amarelo
0,5 - - 47%
1 43% 46% 0%
5 0% 0% 0%
10 0% 0% 0%

4. CONCLUSOES

Dentre os bioensaios empregados neste trabalho, o teste de comportamento foi 0 mais sensivel a presenga de
Hg, podendo funcionar como uma ferramenta importante no monitoramento preliminar da biodisponibilidade de
Hg em solos. As propriedades dos solos estudados desempenharam papel fundamental nos mecanismos de
toxicidade do mercurio para os oligoquetas, com niveis de maiores de toxicidade para o latossolo amarelo. Estes
resultados poderdo subsidiar o estabelecimento de valores de referéncia toxica capazes de refletir a realidade
das principais ocorréncias pedolégicas brasileiras, fornecendo suporte fundamental a futuras avaliagdes do risco
ecolégico associado a biota edafica tropical em areas contaminadas. Em trabalhos futuros, sera monitorada a

perda de biomassa em testes de bioacumulagéo com outros solos, para comparagao com o latossolo vermelho.
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