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Ecotoxicidade do 2,4-D a oligoquetas em funcéo do tipo de solo!

Bioassays of 2,4-D with earthworms in different soil classes

Daniel Gomes da Costa?; Tacio Mauro Pereira de Campos?; Ricardo Gongalves Cesar*; Zuleica
Carmen Castilhos®; Bianca Carolina Resende Carneiro da Rocha®

Resumo - Apesar de classificado como extremamente toxico, com possivel acdo neurotoxica,
carater teratogénico, e possivelmente carcinogénico, o herbicida 2,4-D ainda é bastante utilizado
na agricultura, sendo seus efeitos a0 meio ambiente constantemente estudados. O presente
trabalho propde a avaliacdo da ecotoxicidade deste herbicida em bioensaio com oligoquetas
(Eisenia andrei) em quatro tipos de solos. Para tanto, ensaios de toxicidade aguda foram
realizados com um solo sedimentar, dois coluvionares e um residual, previamente contaminados
com solucgdes de concentracdo agrondmica de 2,4-D. N&o foram observados niveis significativos
de mortalidade de animais, sugerindo baixa toxicidade aguda dos solos para os oligogquetas
edéaficos. Porém, os resultados revelaram que os menores niveis de toxicidade foram atrelados ao
aspecto textural e a alta microporosidade, sendo o0 maior potencial toxico atribuido ao solo
arenoso formado basicamente por quartzo. Esses resultados deverdo auxiliar o estabelecimento
futuro de valores de referéncia tdxica capazes de refletir as ocorréncias pedoldgicas brasileiras,
subsidiando futuras avaliagdes de risco ecoldgico e a tomada de decisdo em medidas de salde
ambiental.

Palavras-chaves: bioensaios; herbicida; solos

Abstract - 2,4-D is a highly toxic herbicide, neurotoxic, teratogenic, possibly carcinogenic and
well-known by its capacity of causing damages on human health and biota. This work proposes
the assessment of 2,4-D toxicity levels in four Brazilian soil classes, using bioassays with
earthworms (Eisenia andrei). Acute toxicity tests were performed with one sedimentary, two
colluvial and one residual soils previously infected with solutions of agronomical concentration.
No significant levels of mortality were observed, suggesting low acute toxicity to soil
earthworms. However, the results revealed that lower levels of toxicity were linked to the textural
appearance and high microporosity. The largest toxic potential was attributed to the quartz sandy
soil. Such results may support the future establishment of toxic reference values able to reflect
Brazilian pedological occurrences, subsiding future ecological risk assessments and decision-
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making in actions of environmental health.
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Introducao

O 2,4-D é um herbicida extremamente
toxico e conhecido pela capacidade de causar
danos a saude humana e ambiental. O seu
emprego esta relacionado a agricultura com a
finalidade de controlar ervas em mais de 1500
produtos e em algumas formulacGes de
herbicidas no Brasil e no exterior (Amarante
Junior et al., 2002). Em funcdo das vias de
degradacdo bidticas e abioticas, a persisténcia
do 2,4-D e de seus residuos podem durar de
poucos dias a varios meses no solo e na &gua
(Amarante Junior et al., 2002; Holt et al., 2012;
Gervais et al., 2008).

A maior parte dos  estudos
geoambientais em solos estd baseada em
analises quimicas totais, extracdes sequénciais,
e/ou extracOes seletivas de fragbes geoquimicas
de elevado potencial de mobilidade e/ou
biodisponibilidade. Porém, essas abordagens
ndo levam em consideracdo o efeito sinérgico
de contaminantes sobre 0s organismos. A
abordagem ecotoxicoldgica pode
complementar estes resultados por meio do
monitoramento de efeitos letais, subletais e
estimativa das fragBes biodisponiveis pela
determinacdo dos teores de contaminantes em
tecidos de organismos expostos (Straalen et al,
2005; Cesar et al, 2010).

Os oligoquetas tém sido largamente
utilizados como organismos-teste em ensaios
ecotoxicolégicos (Nahmani et al.,, 2007,
Carbonell et al., 2009; Moreira et al., 2008;
Cesar et al., 2014). A escolha pela Eisenia
andrei deve-se pela padronizacdo internacional
dos ensaios ecotoxicologicos (Nunes, 2010).
As minhocas possuem grande importancia
ecologica, devido a sua abundancia em solos
tropicais e temperados, no seu papel na
decomposicdo e na melhoria da textura dos
solos, e por servirem como elo importante da
cadeia trofica terrestre (Vijver et al., 2003).
Além disso, seu emprego nos bioensaios se
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justifica pelo cultivo simples em laboratorio,
pela praticidade em manipula-las durante os
experimentos, por ingerirem grande quantidade
de solo, pelo relativo curto ciclo de vida, por
representarem mais de 90% da pedobiomassa,
quando presente, pela possibilidade de serem
expostas de diversas formas aos contaminantes
e, por serem sensiveis a presenca de agentes
toxicos (Liu et al., 2005, Nahmani et al., 2007,
Hinton e Veiga, 2008).

O comportamento pedogeoquimico do
2,4-D depende, por exemplo, das propriedades
fisicas, quimicas e mineraldgicas do solo,
tendo a textura, o pH, mineralogia de argilas, e
matéria organica papéis fundamentais neste
processo (Amarante Janior et al., 2002;
Spadotto et al., 2003; Vivian et al., 2007,
Queiroz, 2007). Essas propriedades sao
importantes na determinacdo dos niveis de
mobilidade do herbicida, bem como de sua
biodisponibilidade e toxicidade ambiental.

O presente trabalho trata do estudo da
ecotoxicidade e da biodisponibilidade do 2,4-D
em quatro classes de solos tropicais
artificialmente contaminadas, utilizando testes
ecotoxicolégicos com oligoquetas (Eisenia
andrei).

Material e Métodos
Reagentes

Padrdo do herbicida 2,4-D (>98% de
pureza) da Sigma-Aldrich.

Amostras dos solos

Uma amostra de solo (denominado solo
1) foi retirada no campus da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, situada em
Seropédica. Outras duas coletas (solos 2 e 3)
foram realizadas no campus avangado da PUC-
Rio em Tingua. A ultima coleta de solo (solo
4) aconteceu no municipio de Duque de
Caxias, em uma rua vicinal, no km 12 da
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Rodovia Washington Luiz. Os ensaios de
caracterizacdo fisica e mineraldgica seguiram
as recomendacOes da Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (Tabela). Também foi
realizada a difracdo de Raios-X em p6 com a
fracdo fina dos materiais para determinar a
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composic¢do mineralogica do material. O solo 1
apresentou apenas quartzo em sua composi¢do
e 0 solo 2 apresentou quartzo e gibsita. A
caulinita, gibsita, goetita e quatzo foram
observadas no solo 3, enquanto que, o solo 5
apresentou quartzo, goetita e calulinita.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas dos solos para avaliagdo da resposta dos oligogquetas

apos aplicacao do 2,4-D.

Solo 1 Solo 2 Solo 3 Solo 4
< Pedregulho (%) 0,6 4,1 1,4 0,0
= Avreia Grossa (%) 27,8 30,8 15,2 0,7
g Areia Média (%) 35,5 32,7 15,3 13,4
E Areia Fina (%) 25,5 18,3 6,6 22,3
o Silte (%) 8,5 10 9,8 49,7
© Argila (%) 2,3 4,2 51,7 13,9
Limite de Liquidez — LL (%) - - 71,6 -
Limite de Plasticidade — LP (%) - - 33,8 -
Indice de Atividade — I, - - 0,63 -
Teor de umidade natural — w (%) 4.4 16,5 25,3 25,5
Porosidade — n (%) 35,77 57,77 55,99 61,84
Densidade in situ — p (g/cm?3) 1,77 1,45 1,46 1,32
Teor de matéria organica — MO (%) 0,73 1,77 0,74 1,98
pH 4,74 4,27 3,89 3,55

De acordo com o classico triangulo de
classificacdo textural, os solos 1, 2, 3 e 4
pertencem as seguintes classes texturais: areia,
areia, argila e franco siltoso, respectivamente.

Experimento

A aplicacdo do 2,4-D nas amostras de
solo foi feita manualmente de acordo com a
guantidade agronémica maior indicada pelo
MAPA (2003), sendo a dose do produto de 7%
e volume de calda de 250 L.ha* (i.e., 12,43 mg
de 2,4-D). Primeiramente o 2,4-D foi
misturado ao volume de &gua destilada
correspondente a 50% da capacidade de
retencdo de agua de cada solo para depois ser
aplicado as amostras de solo.

Foi realizado um estudo para avaliagéo
do efeito tdxico agudo da concentracdo de 2,4-
D sobre o oligoqueta edafico da Eisenia andrei
nos quatro solos coletados e um solo artificial
como controle. As caracteristicas diferenciadas
de cada solo deverdo possibilitar o estudo da
influéncia de suas propriedades sobre a
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biodisponibilidade e a ecotoxicidade do
herbicida. = A  avaliagdo  desta  esteve
fundamentada na comparacdo entre 0s niveis
de sobrevivéncia e de biomassa obtidos com 0s
solos puros (i.e., sem adicdo de herbicida) e os
solos contaminados.

Os organismos-teste foram criados em
caixas plasticas contendo esterco de boi fresco
a temperatura de 21 + 2 °C. Antes de introduzir
0s organismos, o pH do substrato foi ajustado
até a faixa de 6-7 unidades por adicdo de
carbonato de célcio. O substrato era renovado e
hidratado com 4&gua destilada a cada dois
meses. Aveia moida era cozida em microondas
e servida como alimento uma vez por semana.
Os organismos utilizados em ensaio eram
sexualmente maduros, da mesma geragéo, com
clitelos totalmente desenvolvidos, e peso entre
300 e 700 mg.

O bioensaio agudo com E. andrei foi
baseado nas recomendacGes de ASTM (2004).
Para tanto, foram utilizados 10 oligoquetas
adultos e 500g de solo para cada réplica, com
total de 4 réplicas, sendo a umidade ajustada
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para 40-60% da capacidade de retencédo
maxima de &gua, com a adicdo de &gua
destilada. A constituicdo do solo artificial
seguiu as recomendacgdes de OECD (1984), ou
seja, 70% de areia quartzosa, 20% de caulim e
10% de po6 de fibra de coco, que funcionou
como grupo controle. Antes de serem
introduzidos no solo, os organismos foram
deixados sobre papel filtro umedecido com
agua destilada em um recipiente de polietileno,
durante 24 horas, para 0 purgamento do
contetdo intestinal. AplGs esta etapa, cada
réplica (i.e., os grupos de 10 minhocas) foi
pesada. Durante os 14 dias de exposi¢do em
laboratdrio, os oligoquetas foram mantidos sem
alimentacdo, a temperatura de 22 °C e com
iluminacdo constante (ASTM, 2004). Ao final
do ensaio, os sobreviventes foram submetidos
novamente ao purgamento por 24 horas para
serem posteriormente pesados. A avaliacdo da
perda de biomassa dos animais (expressa em
%) foi realizada com base no peso médio dos
animais, antes e ap0s a exposicao.

A determinacdo da capacidade de
retencdo de agua (CRA) ou water holding
capacity (WHO) foi feita através do
procedimento explicitado por Natal-da-Luz et
al (2009). O objetivo do teste foi estimar a
capacidade de campo de um solo através de um
teste simples e rapido para o ajuste da umidade
do solos a serem testados com oligoguetas
(Figura 1).

100 6,5

-
4
20
3,5
0 3

Solel Solo2 Solo 3 Solod
Dose de residuo
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— C.R.A. pH

Figura 1. Capacidade de retencéo de agua e de
pH dos 5 solos utilizados no estudo, e barras de
erro correspondem a desvios-padréo.
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Também foram realizadas analises do
pH de cada solo com o intuito de determinar a
alcalinidade ou acidez das amostras de acordo
com o proposto pela Embrapa (1997).

Resultados e Discussao

Com relacdo ao bioensaio, ndo foram
observados niveis significativos de mortalidade
de animais (sempre menor que 5%), sugerindo
baixa toxicidade aguda do solo para o0s
oligoquetas edaficos. Estes dados parecem
corroborar, em parte, a indicacdo do teor de
herbicida estipulado pelo MAPA. Porém, como
a morte € o mais severo dos efeitos toxicos nao
é possivel afirmar que a concentragdo utilizada
€ segura, sem antes analisar os efeitos
referentes a biomassa, reproducdo e teste de
fuga das minhocas.

Nos solos puros, 0s maiores niveis de
biomassa foram encontrados no solo 3 e no
solo 1, enquanto que os menores niveis foram
observados no solo artificial e no solo 4,
indicando que as minhocas normalmente
preferem solos mais arenosos, porosos, bem
drenados e permedveis (Figura 2).
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Figura 2. Niveis de biomassa de Eisenia
andrei expostas aos solos puros em bioensaio
agudo e barras de erro correspondem a desvios-
padréo.

Solo3 Solo4

Para os solos contaminados, houve
perda significativa de biomassa para os solos 1,
3 e 5. Embora tal dose ndo seja capaz de causar
morte, a mesma induziu a perda de peso dos
animais, sugerindo a ocorréncia de efeitos sub-
letais decorrentes da exposi¢do ao herbicida. A

Rev. Bras. Herb., v.14, n.3, p.248-255, jul./set. 2015



Costa et al.

maior perda de biomassa aconteceu no solo 1,
seguido do solo 5 e que teve perdas similares
ao do solo 3 (Figura 3). O solo 1, formado
basicamente por quartzo, explica a baixa CRA
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e a alta toxicidade, tendo em vista a ocorréncia
potencial da maior concentracdo de herbicida
na solucdo do solo.

b i

Artific. Artific. Solol Solol Solo2 Solo2 Solo3 Solo3 Solod Solod
Puro Cont. Puro Cont. Puro Cont. Puro Cont Puro Cont.
Tipos de Solo

Figura 3. Comparagdo entre niveis de biomassa de Eisenia andrei expostas aos solos puros e
solos tratados com 2,4-D em bioensaio agudo, e barras de erro correspondem a desvios-padrao.

Apesar de possuir maior abundancia de
assembleias minerais, como a goetita e gibsita
que apresentam alto potencial de adsorcdo de
metais e outros contaminantes, devido a sua
elevada superficie especifica de contato
(Vivian et al, 2007; Eberhardt et al, 2008;
Cesar et al, 2012; Matzke et al, 2008; Araujo e
Melo, 2012), os menores niveis de toxicidade
encontrados para o solo 4 sugerem a influéncia
do aspecto textural e da capacidade de sucgéo
do material.

Os resultados obtidos em solos
artificiais diferem muito daqueles observados
em solos naturais, evidenciando a existéncia de
uma  grande lacuna na  avaliagdo
ecotoxicoldgica de solos tropicais, ou seja, a
necessidade de se criar um solo artificial que de
fato remeta as caracteristicas das principais
classes de solos brasileiros. Na Europa ja
existem estudos publicados com esta finalidade
de simular solos artificiais com as mesmas
caracteristicas dos solos locais (Chelinho et al.,
2011).

Apesar de ndo ser um teste de
reproducédo, foram observados casulos somente
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nos solos artificiais, tanto nas amostras
contaminadas quanto nas amostras puras,
embora ndo tenham sido quantificadas. Tais
resultados sugerem que a performance dos
animais em solos artificiais foi melhor em
comparagdo aos solos reais estudados,
independente da adicdo do herbicida.

Além disso, também foi observado que
alguns organismos adultos apresentaram
alteracbes morfoldgicas como fragmentagdo e
perda de segmentos. A ocorréncia de tais
alteragBes também foi observada por Nunes
(2010). Com isso, pode-se explicar a
ocorréncia destas alteragdes em um periodo
curto de tempo, uma vez que a exposicdo ao
agrotoxico é constante.

Conclusoes

O bioensaio mostrou que no solo 4 nao
havia toxicidade o que sugere como mais
provavel maior penetracdo do herbicida em
solos devido a alta microporosidade resultando
numa maior particéo preferencial do 2,4-D para
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0 solo, poupando assim a exposicdo das
minhocas.

O teor estipulado pelo MAPA, que
define as diretrizes para aplicagdo do
agrotoxico, provoca efeitos subletais para a
fauna edafica e, portanto, é necessario realizar
novos estudos, utilizando outros organismos
edéficos, para estabelecer o NOEL (non
observed effect level). Além disso, é necessario
refletir quais os atributos necessarios para que
o solo artificial reflita a realidade dos solos
tropicais. Entre tais caracteristicas pode-se
destacar a presenca de oxi-hidroxidos de ferro
e aluminio, textura mais argilosa, menores
teores de matéria organica, abundancia de
caulinita, entre outros.

Para trabalhos futuros sugere-se a
determinacdo, sob exposicdo aguda, da
concentracdo letal do 2,4-D em cada tipo de
solo estudado, ou seja, determinacdo da CL50 e
do NOEL de letalidade, visando a defini¢do de
doses a serem testadas em ensaios de
comportamento de fuga, além de definir a
CE50 (concentracdo efetiva a 50% dos
organismos) de biomassa sob exposi¢do aguda.
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