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RESUMO

O aumento de cinzas na regido tropical, causado principalmente pelas queimadas, associado a
necessidade de melhor compreensdo do impacto das cinzas no ecossistema, evidéncia a
importancia de realizar andlises mais detalhadas da influéncia deste poluente na regido do
Pantanal, uma das maiores dreas umidas do planeta, dispondo de uma abundante
biodiversidade. Aqui, nosso objetivo foi elucidar os efeitos ecotoxicologicos da degradacao de
cinzas em areas umidas tropicais. O impacto deste composto no sistema edafico foi medido
através de testes comportamentais ¢ de toxicidade aguda em anelideos submetidos a solo
artificial tropical com diferentes concentragdes de solu¢ao matriz de cinzas. Também se buscou
avaliar o impacto das cinzas na emissao de gases de efeito estufa pelo solo. Ja o efeito deste
poluente sobre o ambiente aquatico foi avaliado por meio de ensaios de toxicidade aguda com
dafinideos. Nossos resultados permitiram a identificagdo de possiveis efeitos das cinzas em
organismos tropicais. O ensaio agudo resultou em reduzidas taxas médias de mortalidade para
Eisenia andrei, com a maior porcentagem sendo de 25%, embora tenham sido registradas
respostas subletais dos individuos ao poluente, como alteracdes comportamentais e
morfoldgicas. O teste de evitacdo permitiu identificar respostas de rejei¢do dos anelideos ao
substrato poluido com as quatro maiores concentragdes de cinzas testadas, tendo se visualizado
porcentagens de rejeicao superiores a 50%, com possiveis indicios de danos a func¢do do solo
como habitat. Enquanto o teste agudo com Daphnia similis permitiu registrar taxas de
mortalidade média de 100% dos organismos. Adicionalmente, constatamos um aumento
significativo nas emissdes de gases de efeito estufa para a atmosfera, com o fluxo do didxido
de carbono apresentado um crescimento conforme houve um aumento na concentragdo de
cinzas, enquanto o metano apresentou uma maior emissao ao longo do periodo experimental.
Também foram registradas modificagdes nas caracteristicas do solo devido a presenga do
poluente e diferengas na composi¢do quimica das cinzas conforme sua origem, fato que pode
ter interferido sobre os testes executados. Nossos achados contribuem para elucidar os efeitos

da deposicao de cinzas devido as queimadas no Pantanal.

Palavras-chave: Cinzas; Daphnia; Ecotoxicologia; Eisenia; Gases do efeito estufa; Minhoca;

Pantanal; Polui¢do; Queimadas



ABSTRACT

The increase in ash in the tropical region, mainly caused by fires, associated with the need for
a better understanding of the impact of ash on the ecosystem, highlights the importance to carry
out more detailed analyzes of the influence of this pollutant in the Pantanal region, one of the
largest wetlands on the planet, with an abundant biodiversity. Here, our objective was to
elucidate the ecotoxicological effects of ash degradation in tropical wetlands. The impact of
this compound on the edaphic system was measured through behavioral and acute toxicity tests
in annelids subjected to tropical artificial soil with different concentrations of ash matrix
solution. We also sought to assess the impact of ash on the emission of greenhouse gases by the
soil. The effect of this pollutant on the water environment was evaluated through acute toxicity
tests with Daphnia. Our results allowed the identification of possible effects of ash on tropical
organisms. The acute trial resulted in reduced mean mortality rates for Eisenia andrei, with the
highest percentage being 25%, although sublethal responses of individuals to the pollutant, such
as behavioral and morphological changes, were recorded. The avoidance test allowed the
identification of annelid rejection responses to the polluted substrate with the four highest ash
concentrations tested, with rejection percentages higher than 50%, with possible indications of
damage to the soil function as a habitat. While the acute test with Daphnia similis allowed to
record average mortality rates of 100% of the organisms. Additionally, we found a significant
increase in greenhouse gas emissions to the atmosphere, with the flow of carbon dioxide
increasing as there was an increase in ash concentration, while methane showed a higher
emission throughout the experimental period. In addition, changes in soil characteristics were
recorded due to the presence of the pollutant and discrepancies in the chemical composition of
the ash according to its origin were verified, a fact that may have interfered with the tests
performed. Our findings contribute to the understanding of the ecotoxicological impact of ash

in tropical areas.

Keywords: Ash; Daphnia; Earthworm; Ecotoxicology; FEisenia; Fire; Greenhouse effect;

Pantanal; Pollution



RESUMO DE DIVULGACAO CIENTIFICA

O aumento de cinzas na regido tropical, devido, especialmente, a ocorréncia de queimadas,
junto a necessidade de melhor compreender o impacto das cinzas no ambiente, mostra a
importancia de realizar mais estudos avaliando a influéncia deste poluente na regido do
Pantanal. Aqui, nosso objetivo foi estudar os efeitos ecotoxicoldgicos da presenca de cinzas em
areas umidas tropicais. O impacto deste composto no solo foi medido através de testes
comportamentais ¢ de toxicidade aguda em minhocas expostas a solo artificial tropical com
diferentes concentragdes de cinzas. Também se buscou avaliar o impacto das cinzas na emissao
de gases de efeito estufa pelo solo. Ja o efeito deste poluente sobre a dgua foi avaliado utilizando
testes agudos com dafinideos. Nossos resultados apontaram possiveis efeitos das cinzas em
organismos tropicais. O ensaio agudo apresentou pequenas taxas médias de mortalidade para
minhocas, embora tenham sido visualizadas mudancas de comportamento e caracteristicas
corporais incomuns. O teste agudo com pulgas d’adgua permitiu registrar elevadas taxas de
mortalidade. O teste de comportamental com minhocas resultou em respostas de fuga ao solo
com cinzas. Adicionalmente, houve um aumento significativo nas emissdes de gases de efeito
estufa, conforme houve um aumento na concentracio de cinzas. Além disso, foram registradas
modificag¢des nas caracteristicas do solo devido a presenca do poluente e composi¢des quimicas
distintas conforme a amostra de cinza testada. O presente trabalho ajuda a entender um pouco

mais o impacto ecotoxicoldgico das cinzas em areas tropicais.

Palavras-chave: Cinzas; Ecotoxicologia; Gases do efeito estufa; Microcrustaceos; Minhoca;

Pantanal; Poluigdo; Queimadas
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1. INTRODUCAO GERAL

Nas ultimas décadas a atividade humana tem acarretado uma série de prejuizos
ambientais em diferentes ambitos, incluindo as esferas terrestre, aquatica e atmosférica (Garcia-
Alix et al., 2013). Nesse sentido, atualmente, uma das probleméticas ambientais que tem sido
foco dos pesquisadores se refere a contaminagao de solos e corpos hidricos em decorréncia da
polui¢do por agentes toxicos produzidos pela acdo antropica (Nunes, 2010; Chini, 2014; Zhang
& Wang, 2020). Tais compostos podem ser provenientes de diferentes circunstancias, como ¢
o caso dos incéndios florestais, pratica que tem representado uma problemadtica crescente ao
longo de todo o globo, estando cada vez mais graves e frequentes, além de gerar uma variedade
de problemas ambientais e socioeconomicos (Brito, 2014; Brito et al., 2017; Chini, 2014; Silva
et al., 2016; Pinto et al., 2020).

Dentre as regides que t€m sofrido com a crescente ocorréncia de incéndios, o Pantanal
tem apresentado relativo destaque. Dispondo de uma abundante diversidade faunistica e
floristica, este bioma, cujo nome faz analogia ao fato de que suas varzeas ficam submersas
durante as esta¢des chuvosas, se estende por trés paises, estando a sua maior por¢ao localizada
no Brasil, enquanto algumas por¢des menores sao encontradas na Bolivia e no Paraguai (Mioto
et al., 2012; Bergier et al., 2018; Filho et al., 2021). Assim como outros biomas, esta regiao
apresenta relativa propensao a ocorréncia de incéndios, de modo que suas espécies estdo sujeitas
a diversos impactos gerados pelo fogo, tendo algumas desenvolvido certas adaptagdes ou até
mesmo uma relagdo de dependéncia com o mesmo (Hardesty et al., 2005; Marques et al., 2020;
Filho et al., 2021). Contudo, modificagdes nesse sistema, como o aumento na intensidade e
frequéncia dos incéndios, podem acarretar diferentes impactos ecoldgicos na regido,
principalmente, ao se considerar que o Pantanal apresenta uma parcela de seu territorio sem
adaptagdes para a ocorréncia de incéndios, sendo sensivel ao fogo (Hardesty et al., 2005; Filho
etal., 2021).

Ha algum tempo o Pantanal vem enfrentando uma diversidade de problemas ambientais
em decorréncia da ag¢do humana na regido, sendo possivel elencar alguns como: o
desmatamento, a contaminagdo de recursos hidricos, a intensificagdo do processo de erosao e
degradacao do solo (Schulz et al., 2019; Filho et al., 2021). Entretanto, atualmente, a influéncia
antropica na area tem se mostrado ainda mais severa, tendo em vista o aumento consideravel
da ocorréncia de incéndios no presente bioma, que, desde a intensa seca de 2020, teve em torno
de 26% de seu territorio consumido pelo fogo, além de terem sido registrados mais do que o

dobro de focos de incéndio em comparacao aos dados de 2019 (Chiaravalloti et al., 2017,
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Marques et al., 2020; Pinto et al., 2020; Filho et al., 2021; Marengo et al., 2021; Mataveli et
al., 2021). Dessa forma, os incéndios ocorridos no Pantanal, embora em alguns casos sejam
oriundos de fatores climaticos naturais, tém sido influenciados também pela atividade humana
na regido, que agravam o quadro de queimadas no bioma, afetando, consequentemente, o
equilibrio ecoldgico do sistema (Filho ef al., 2021).

Os impactos gerados pelos incéndios florestais podem ser categorizados em trés niveis
distintos: local, ligado a prejuizos da biodiversidade, reducao da taxa de infiltracdo de dgua no
solo e modificagdo da ciclagem de nutrientes; regional, levando a polui¢do da atmosfera, fato
que pode vir a gerar prejuizos ecossistémicos e danos a saude; e global, nivel em que a
atmosfera e a biosfera se mostram sujeitas a possiveis modifica¢des (Brito, 2014; Brito et al.,
2017). Ainda, durante a ocorréncia dos incéndios ocorre a combustao da biomassa local,
resultando na produgao de didéxido de carbono (CO2) e na liberacao de dgua (H20), além da
geracdo de hidrocarbonetos policiclicos aromadticos (PAHs), particulas de aerossol, 6xido
nitroso (N20), monoéxido de carbono (CO) e elementos inorganicos, como metaldides, metais
e elementos ndo metalicos (Spencer et al., 2003; Ferreira et al., 2004; Brito, 2014, Silva et al.,
2016; Brito et al., 2017).

Ao longo do processo de queima, alguns elementos podem ser mineralizados, de modo
a produzir as cinzas, que sdo o resultado da mistura de minerais inorganicos e materiais
organicos que nao foram completamente queimados, podendo apresentar em sua composi¢ao
distintos elementos, que poderao, ainda, estar presentes em diferentes proporgoes (Chang et al.,
1977, Spencer et al., 2003; Brito, 2014; Brito et al., 2017). Assim, os impactos gerados pela
disposi¢ao das cinzas no ambiente podem se mostrar bastante variados, podendo contaminar o
solo, o ar e a 4gua, além de exercer distintos niveis de influéncia sobre o ecossistema, que ainda
hoje seguem pouco elucidados (Chang et al., 1977; Earl & Blinn, 2003; Spencer et al., 2003;
Maleknia et al., 2009; Brito, 2014; Nayak et al., 2015; Silva et al., 2016; Brito et al., 2017).

Nesse sentido, visando analisar os impactos gerados por diferentes agentes toxicos sobre
0s organismos e o0 ambiente no qual se encontram surge o termo Ecotoxicologia, cunhado por
Truhaut em 1969, a qual compreende uma sequéncia de etapas denominadas em conjunto de
cadeia da causalidade (Truhaut, 1977; Costa et al., 2008; Magalhaes & Ferrao Filho, 2008;
Brito, 2014; Chini, 2014; Brito et al., 2017). Sendo de carater multidisciplinar, a ecotoxicologia
permite o estudo qualitativo e quantitativo do efeito adverso de compostos quimicos e fisicos
sobre o ecossistema, podendo se utilizar de diferentes métodos de analise da toxicidade, tendo

por principio fundamental a resposta dos organismos-teste ao poluente, que irdo variar
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conforme seu nivel de exposicao (Silveira, 2007; Costa et al., 2008; Costa, 2010; Brito, 2014;
Chini, 2014; Brito et al., 2017). Além do fato de ser possivel obter respostas de diferentes
ambitos, como modificagdes na fisiologia, na morfologia ou, ainda, alteragdes dos parametros
comportamentais dos individuos (Magalhdes & Ferrao Filho, 2008; Ferreira, 2010; Borges,
2013).

Os organismos utilizados nos ensaios ecotoxicologicos, sejam eles vegetais ou animais,
devem apresentar uma alta relevancia ecologica, possuir elevada disponibilidade e ampla
distribuicao, ser de facil obtencdo e cultivo em laboratério, ser um representante de seu nivel
trofico, ter suas caracteristicas fisiologicas, comportamentais e genéticas bem conhecidas, além
de expressar certa sensibilidade a poluentes de diversos tipos, tendo um baixo limite de
tolerancia ecologica (EPA, 2002; Costa et al., 2008; Magalhdes & Ferrao Filho, 2008; Brito,
2014; Chini, 2014; Brito et al., 2017). Estes individuos deverdo ser expostos a diferentes
concentragdes da substancia poluente durante um determinado periodo, de maneira aguda ou
cronica (Magalhdes & Ferrao Filho, 2008; Amaral, 2012). Além disso, a execug¢ao dos testes de
toxicidade estd fundamentada em uma série de normas e padrdes pré-estabelecidos que devem
ser seguidos para que haja a validagdo das respostas obtidas (Magalhaes & Ferrao Filho, 2008).

Os testes ecotoxicologicos permitem: avaliar a periculosidade dos compostos toxicos e
seus derivados sobre a biodiversidade local; estimar a taxa maxima do poluente que o ambiente
pode tolerar; analisar o nivel e o destino dos compostos; determinar os impactos do componente
no ecossistema, assim como o efeito das possiveis medidas a serem aplicadas; verificar os riscos
ecologicos; além de controlar as taxas de emissao de efluentes (Costa et al., 2008). Dessa forma,
a ecotoxicologia ¢ de suma importincia para uma melhor compreensdo do processo de
intoxicacdo do ecossistema, se apresentando como um mecanismo de monitoramento
ambiental, visando a elaboragdo e execucdo de estratégias adequadas que tem por objetivo
prevenir, estagnar ou remediar esse processo (Costa et al., 2008; Azevedo & Chasin, 2003 apud
Chini, 2014; Brito, 2014; Brito et al., 2017).

Em contrapartida, a maioria das avaliagdes ecotoxicologicas, relacionadas ao ambiente
aquatico e, em especial, os testes voltados para o ambiente terrestre, foram desenvolvidas em
regides de clima temperado, de modo que a obtengao de dados, a partir de testes padronizados,
sobre a influéncia de poluentes em condic¢des tropicais ainda é escassa, ndo sendo possivel
extrapolar dados obtidos em ecossistemas temperados para zonas tropicais (Nunes, 2010;
Garcia, 2004 apud Lima, 2010; Brito, 2014; Brito et al., 2017). Tal fator associado ao aumento

na incidéncia de incéndios florestais, em especial no Pantanal, e a escassez de dados referentes
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ao impacto das cinzas sobre o ecossistema evidenciam a necessidade da realizagdo de analises
mais detalhadas da influéncia desse poluente na regido tropical. Assim, o presente trabalho tem
como objetivo geral elucidar os efeitos ecotoxicologicos da degradacao de cinzas em areas
umidas tropicais. Tendo por hipdtese central a ideia de que a presenca de cinzas no ambiente
pode acarretar efeitos letais e subletais sobre os organismos, além de proporcionar a ocorréncia

de modificacdes sobre os diferentes parametros ambientais.
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2. CAPITULO1
EFEITO DAS CINZAS PROVENIENTES DE INCENDIOS FLORESTAIS EM
ZONAS UMIDAS TROPICAIS SOBRE A FAUNA EDAFICA

2.1. INTRODUCAO

De modo geral, ao longo dos tultimos anos o solo, uma entidade natural viva e
quadridimensional que contém solidos, dgua e ar, tem estado exposto a uma diversidade de
maleficios em decorréncia de possiveis agdes antropicas (Candello, 2014; Hartemink, 2016).
Fato que, associado com as limitadas taxas de depuragdo e reconstituicdo do substrato, acabam
por gerar uma preocupagdo acerca de uma possivel alteracdo da qualidade do ambiente
(Candello, 2014). Este quadro se intensifica ao considerar a importancia do ecossistema
edafico, sendo o mesmo: fonte de recursos para os organismos da regiao, sejam eles animais ou
vegetais; uma estrutura intermedidria entre as dguas subterraneas e a atmosfera, agindo como
uma agente tamponador de mudancas do fluxo e da temperatura da agua; utilizado como abrigo
por individuos decompositores; ¢ um possivel estoque de nutrientes (Andréa, 2010).

Nesse contexto, sendo considerado como um residuo solido problematico, as cinzas
podem afetar o ecossistema edafico em diferentes niveis (Nayak et al., 2015). Esse poluente ¢
o resultado da queima da biomassa local, durante a qual parte do material resfria e se solidifica,
resultando na formagdo de particulas mineralizadas, que podem apresentar diferentes
composigdes (Chang et al., 1977; Spencer et al., 2003; Demirbas, 2005; Brito, 2014; Brito et
al., 2017). Dessa forma, a liberacdo desse poluente no ambiente pode gerar consequéncias
variadas, levando a possiveis alteragdes no pH do solo, acimulo de metais, contaminagdo de
nutrientes, entre outros impactos (Grumiaux et al., 2007; Brito, 2014; Brito et al., 2017;
Candello, 2014; Nayak et al., 2015). Assim, tendo em consideragdo o aumento das taxas de
liberacao de cinzas na atmosfera devido a ocorréncia de queimadas, em especial na regiao do
Pantanal, ¢ imprescindivel a realizacdo de mais estudos visando elucidar seu efeito sobre o solo,
uma vez que este ¢ de suma importancia para a manutengao do ecossistema (Brito, 2014; Brito
et al., 2017; Candello, 2014; Silva et al., 2016; Filho et al., 2021).

Os danos causados ao ambiente podem ser avaliados de diferentes maneiras no campo
da toxicologia ambiental, incluindo a caracterizacdo do poluente por metodologias fisico-
quimicas e testes in vivo. Assim, considerando que a aplicacdo de estudos quimicos e fisicos
convencionais na area contaminada nao evidenciam completamente o grau de impacto dos

poluentes sobre o ecossistema, torna-se necessario a utilizagdo de testes complementares que
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permitam elucidar o nivel de efeito do poluente no ambiente. Assim, buscando melhor
compreender as consequéncias da agdo humana sobre o ecossistema edafico, os pesquisadores
tém recorrido a ecotoxicologia, fazendo uso de analises ligadas aos efeitos de componentes
quimicos sobre os animais, sendo assim capazes de mensurar a toxicidade do poluente no
ambiente terrestre (Magalhdes & Ferrdao Filho, 2008; ABNT, 2011; Candello, 2014). Podendo
entdo, avaliar a fungdo do solo contaminado enquanto habitat para vegetais, microorganismos,
entre outros organismos encontrados nesse ecossistema (ABNT, 2011; Candello, 2014).

Para a realizagdo de avaliagdes ecotoxicologicas € necessario selecionar organismos-
teste que apresentem uma alta relevancia ecoldgica no ambiente a ser analisado, sendo comum
que os testes envolvendo o solo utilizem vegetais ou organismos invertebrados (Ferreira, 2010;
Brito, 2014; Brito et al., 2017). Nesse sentido, ao considerar o solo de ecossistemas tropicais,
torna-se possivel apontar as minhocas como individuos de fundamental importancia
ecossistémica, uma vez que as mesmas podem representar até 90% da biomassa de macrofauna
e por apresentarem a capacidade de integrar os diferentes processos biologicos, fisicos e
quimicos do ambiente edafico (Fragoso et al., 1999; Shuster et al., 2002; Andréa, 2010).

Além disso, esses organismos sdo fundamentais para a formacao do solo, auxiliam na
decomposic¢do de residuos organicos, realizam a produ¢do de htimus, atuam na degradacao de
poluentes, participam da ciclagem de nutrientes, executam o controle de patdgenos e aumentam
a fertilidade do solo (Shipitalo & Bayon, 2004; Oliveira et al., 2008; Andréa, 2010; Brown &
Dominguez, 2010; Ferreira, 2010; Chini, 2014). De maneira complementar, a locomogao ¢ a
escavacao destes individuos também promove uma melhora nas condi¢gdes do solo, alterando
positivamente as taxas de drenagem, infiltragdo e retencdo de dgua ou ar e, permitindo também,
o deslocamento de nutrientes e microorganismos (Oliveira et al., 2008; Ingham, 2006 apud
Andréa, 2010). Por fim, estes organismos representam um componente chave na teia alimentar
terrestre, uma vez que podem ser consumidos por uma variedade de espécies animais, como
insetos, anfibios, répteis, aves e mamiferos (Hinton, 2002; Andréa, 2010; Chini, 2014).

Assim, devido a influéncia das minhocas sobre a estrutura e a qualidade do ecossistema
edafico, tais individuos tém sido utilizados como organismos-teste durante a realizagao de testes
ecotoxicologicos terrestres (ABNT, 2007; Ferreira, 2010; Chini, 2014). Esses animais podem
entrar em contato, direto ou indireto, com possiveis poluentes presentes no solo durante sua
locomogdo ou ao ingerir o substrato contaminado (Vijver et al., 2003; Spadotto et al., 2004;
Castellanos & Hernandez, 2007; Andréa, 2010). Desse modo, ha a possibilidade de que as

minhocas apresentem quadros de intoxicag¢do, que podem levar a um aumento da taxa de
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mortalidade desses organismos ou gerar o acimulo de poluentes em seus tecidos, levando a
uma possivel bioacumulagao tréfica, quadro que se agrava ao considerar o nivel basal no qual
as minhocas se encontram na teia alimentar (Curry, 2004; Andréa, 2010).

Dentre as espécies de minhoca comumente utilizadas para avaliagdes em laboratdrio,
duas foram selecionadas pelos 6rgaos regulamentadores de diferentes paises, incluindo o Brasil,
para a execucdo de testes toxicologicos: a Eisenia andrei Bouché, 1972 e a FEisenia fetida
(Savigny, 1826) (Papini & Andrea, 2004; Andréa, 2010; Ferreira, 2010; Lima, 2010). Essas
duas espécies de anelideos oligoquetas sao utilizadas na compostagem e apresentam grande
importancia para a minhocultura, sendo popularmente conhecidas como minhocas vermelhas-
da-califérnia (ABNT, 2014; Candello, 2014). Embora ambas apresentem certa similaridade
morfologica e ecologica, a E. andrei, diferente da E. fetida, dispde de um corpo uniformemente
avermelhado, apresentando, entre seus segmentos corporais, listras claras pouco evidentes,
além desta espécie ser mais competitiva e prolifica (Dominguez et al., 2005; ABNT, 2014;
Candello, 2014).

A recomendagdo destes organismos para a realizagdo de testes de toxicidade se deve a
sua importancia para o solo, sua ampla distribuicao e a facilidade de cultivo em ambientes
artificiais de laboratério (Borali, 2000; Andréa, 2010; Ferreira, 2010; Lima, 2010). Embora a
escolha destas espécies possa ser criticada devido a questdes ligadas ao seu modo de vida e
habitat natural, a utilizagdo destes organismos dispde de diversas vantagens, como: facilidade
de criacdo e manutengdo; padronizacdo das andlises, permitindo comparagdes com dados
internacionais; as condicdes estipuladas para a execugcdo dos testes sdo aceitas
internacionalmente; permitem a obtencao de estimativas acerca da toxicidade do poluente para
espécies endémicas; e compdem avaliagdes iniciais do poluente, fornecendo informagdes
acerca do intervalo de doses a ser estabelecido, sobre a concentracao letal e a concentracao sem
efeito observavel (Loureiro et al., 2005; Andréa, 2010).

O efeito do poluente estudado sobre as minhocas pode ser avaliado através de diferentes
tipos de abordagem, havendo a possibilidade de se verificar pontos como: alteragdes nos
padrdes de crescimento, taxas de reproducgdo, presenca de condi¢des patologicas e padroes
comportamentais expressos (Kapanen & Itavaara, 2001; Andréa, 2010; Ferreira, 2010; Chini,
2014). Assim, diferentes testes podem ser empregados durante as andlises ecotoxicologicas
envolvendo estes organismos, ¢ o caso do Ensaio de Toxicidade Aguda, no qual sera observada
a letalidade do poluente para os organismos-teste, ¢ do Ensaio de Comportamento de Fuga,

aplicado de modo a se avaliar a resposta comportamental e o nivel de estresse dos individuos
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quando expostos ao poluente (Kapanen & Itavaara, 2001; Ferreira, 2010; ABNT, 2011; ABNT,
2014; Niva & Brown, 2019).

Além dos testes ecotoxicologicos, outras analises podem ser empregadas para melhor
compreender a dindmica dos solos quando expostos a diferentes poluentes. Um exemplo ¢ a
avalia¢do da relacdo entre o substrato e os gases do efeito estufa (GEE), uma vez que os solos
podem se apresentar como fonte ou sumidouro de GEEs, incluindo a didxido de carbono (CO»)
e o metano (CH4), conforme modificagdes na estrutura do substrato (Rastogi et al., 2002;
Jungkunst & Fiedler, 2007; Lubbers et al., 2013; Oertel et al., 2016; Smith et al., 2018). A
emissdo desses gases pelo solo sdo o resultado de uma série de processo bioticos, que sofrem
alteragdes conforme a disponibilidade dos componentes do substrato, como nitrogénio e
carbono, e fatores quimico-fisicos do solo, como umidade e temperatura (Mer & Roger, 2001;
Rastogi et al., 2002; Lubbers et al., 2013). Tais caracteristicas, portanto, podem ser afetadas
pela presenca de um potencial poluente, como as cinzas, no ambiente, podendo acarretar em
mudancas na emissdo de GEEs. Ainda, a presenca de anelideos pode influenciar
significativamente as caracteristicas do solo ligadas aos processos biologicos,
consequentemente, afetando a emissao de gases (Lubbers ef al., 2013).

Dessa forma, visando avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos terrestres resultantes da
presenca de cinzas em areas umidas tropicais, o presente trabalho abarca entre seus objetivos
especificos a avaliagcdo da letalidade e da resposta comportamental de minhocas da espécie
Eisenia andrei a presenca de cinzas provenientes de queimadas no Pantanal. Além de buscar
compreender a influéncia deste poluente sobre o fluxo de gases ligados ao efeito estufa. Tendo
por hipdtese o pressuposto de que a presenca de cinzas no solo pode ocasionar a ocorréncia de
alteracdes nos atributos do ambiente edafico, podendo resultar em modificagcdes no fluxo de
gases ligados ao efeito estufa e proporcionar a ocorréncia de diferentes efeitos, letais e subletais,

sobre os anelideos.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Organismo-teste e substrato de cultivo

Os testes voltados para a avaliagdo do efeito toxicologico das cinzas no solo utilizaram
como organismos-teste exemplares adultos de minhoca da espécie Eisenia andrei, com
presenga de clitelo e apresentando um peso individual entre 300 mg e 600 mg (Figura 1). Os
individuos foram obtidos de um lote matriz de minhocas da empresa Minhobox®, situada em

Juiz de Fora — MG, e foram dispostos em solo artificial tropical (SAT) previamente preparado
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em conformidade com as recomendagdes das Normas NBR/ISO 17512-1 (ABNT, 2011) e NBR
15537 (ABNT, 2014).

Figura 1: Exemplar de Eisenia andrei, advindo da empresa Minhobox®.

Assim, o solo em questdo apresentava em sua composicao: 10% de pd da fibra de casca
de coco, peneirada em uma malha de 4,8 mm e livre de restos vegetais; 20% de caulim,
contendo mais de 30% de caulinita; e 70% de areia industrial peneirada, apresentando
granulometria entre 0,075mm e 0,1 5mm (Figura 2A). O pH do solo SAT foi aferido, utilizando
um pHmetro de bolso AK90 da marca AKSO, antes do inicio dos ensaios, tendo se realizado

seu ajuste, quando necessario, através da adi¢cdo de carbonato de calcio (CaCO3), de modo a se

obter um valor entre 5,5 € 6,5.
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Figura 2: Solo artificial tropical (SAT). (A) Materiais utilizados no preparo do solo artificial tropical, sendo
possivel visualizar o caulim a esquerda, o pd da fibra de casca de coco ao centro ¢ a areia industrial a direita. (B)
Solo artificial tropical seco, logo apds a mistura dos materiais. (C) Solo artificial tropical umido, apds a adicdo de

agua destilada na propor¢ao de 19,5g de agua para cada 100g de solo seco.

O solo seco foi entdo distribuido entre os recipientes do experimento, sendo,
posteriormente, adicionada a solucdo de cinzas e/ou 4gua processada, conforme o tratamento
em questdo (Figura 2B e 2C). O volume de agua a ser incorporado ao solo foi definido de
maneira a se estabelecer uma Capacidade de Retengdo de Agua (CRA) em torno de 50%, para
isso se utilizou o protocolo fornecido pela NBR 15537 (ABNT, 2014; Candello, 2014; Niva &
Brown, 2019) (Figura 3).

28



Figura 3: Etapas do processo de determinacgdo da capacidade de retencdo de dgua do solo artificial tropical (SAT).

2.2.2. Solu¢io matriz e solos-teste

As cinzas utilizadas ao longo dos testes eram provenientes de uma area de floresta
inundavel poliespecifica (16°9'0”’S, 57°45'32.4”W), localizada nas proximidades do Rio
Paraguai, no setor meandrico em Caceres, Baia Caigara (Figura 4). O material foi coletado,
com o auxilio de uma colher previamente descontaminada, entre agosto e outubro de 2020,
cerca de 1 a 2 meses ap6s o incéndio, sendo, posteriormente, acondicionado em recipientes de
papel. Antes do estabelecimento das condigdes experimentais a serem analisadas, as cinzas
foram peneiradas em uma malha de 2 mm e diluidas em dgua processada na propor¢do de 50g/L,
de modo a se estabelecer uma solu¢ao matriz homogénea (Praharaj, 2002; Izquierdo & Querol,
2012; Brito, 2014; Brito et al., 2017; Silva et al., 2016; Casteldes, 2019; Harper et al., 2019;
Verma & Verma, 2019) (Figura 5).
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Figura 4: Ocupagdo da area do Pantanal referente ao ponto de coleta das cinzas utilizadas para os ensaios
ecotoxicologicos com anelideos. Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 5: Cinzas coletadas no setor meandrico em Caceres, Baia Caigara, proximo ao Ria Paraguai em uma area
de floresta inundavel poliespecifica. (A) Cinzas secas e peneiradas. (B) Solugdo matriz homogénea de cinzas

advindas do Pantanal na proporc¢do de 50g/L.
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Previamente ao inicio dos experimentos, as minhocas foram aclimatadas em solo-
controle, sendo, posteriormente, distribuidas entre os diferentes solos-teste. Para a analise do
efeito das cinzas no solo foram realizados dois ensaios complementares, ensaio de toxicidade
aguda e de comportamento de fuga, nos quais os organismos-teste foram expostos a solos-teste
tratados com cinco concentragdes diferentes da solu¢do matriz de cinzas (100%, 50%, 25%,
12.5% e 6.25%), além do grupo controle, contendo apenas agua processada (Tabela 1) (Harper
et al.,2019; Niva & Brown, 2019). Todos os tratamentos foram dispostos de maneira aleatoria

no ambiente.

Tabela 1: Quantidade de cinzas, advindas de queimadas no Pantanal, presentes em cada solucdo testada apos o

processo de diluicdo da solu¢do matriz (50g/L).

Tratamento Volume adicionado Solo seco (Kg) Concentracio (mg
(mL) de cinzas/kg de
Soluc¢ao Agua solo)
de destilada
Cinzas
Controle 0 97.5 0.5 0
Solugao 6.25% 6.094 91.406 0.5 609.375
Solugdo 12.5% 12.188 85.312 0.5 1218.75
Solugdo 25% 24375 73.125 0.5 2437.50
Solucao 50% 48.750 48.750 0.5 4875.00
Solucao 100% 97.500 0 0.5 9750.00

Ao longo de toda a fase experimental, de ambos os ensaios, os individuos foram
mantidos sob um fotoperiodo de 12h/12h e expostos a uma temperatura de 25 = 2°C, de modo
a se simular as condi¢des tropicais (Nunes & Espindola, 2012; ABNT, 2014; Candello, 2014).
Por fim, os anelideos ndo receberam alimentacdo durante a execug¢ao dos experimentos € 0s
recipientes-teste no qual os animais foram alocados dispunham de tampas perfuradas, de

maneira a evitar o ressecamento do solo e possibilitar a ocorréncia de trocas gasosas.

2.2.3. Toxicidade aguda
O Ensaio de Toxicidade Aguda foi realizado segundo a Norma NBR 15537 (ABNT,
2014). O experimento teve a duracao de 14 dias e foi realizado de forma estatica. Cada solo-

teste era composto por 500g de massa de solo seca, produzindo uma camada de 5 a 6 cm no
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recipiente. Todos os tratamentos aplicados contaram com quatro repeticdes de 10 organismos
em cada sessdo (n = 40 individuos/tratamento), de modo que o experimento utilizou de um total

de 240 organismos-teste (Figura 6).

Area = 200 cm?

Figura 6: Estrutura do Ensaio de Toxicidade Aguda: (A) Desenho esquematico representando o Ensaio de
Toxicidade Aguda envolvendo anelideos da espécie Eisenia andrei. (B) Imagem contendo o recipiente-teste

utilizado ao longo dos ensaios. Fonte: Elaborado pelo autor.

Os recipientes-teste utilizados eram de vidro, com a base retangular e capacidade para,
aproximadamente, 3 litros. Apds a adicdo dos anelideos, os recipientes foram tampados e
mantidos sem alteracdes por 7 dias. No sétimo dia e ao final (14° dia) dos testes, a letalidade
de cada tratamento foi avaliada (Figura 7) (Quadro 1). Para isso, o solo-teste foi transferido
para uma bandeja e os organismos-teste submetidos a um estimulo mecanico, que consistia em
uma avalia¢do por toque com uma pinga na parte anterior do corpo dos individuos. Aqueles
anelideos que ndo apresentaram qualquer tipo de reacdo ao estimulo foram considerados
mortos, assim como aqueles individuos ndo encontrados no recipiente-teste. Dessa forma, a
variavel resposta avaliada foi a letalidade provocada pela presenga de cinzas no solo em
diferentes concentragdes. Sendo que, para validar o ensaio, a letalidade do solo-controle deve

ser igual ou inferior a 10%.
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Figura 7: Etapas executadas ao longo do Ensaio de Toxicidade Aguda. Fonte: Elaborado pelo autor.

Quadro 1: Resumo do ensaio de toxicidade aguda aplicado para a avaliacdo ecotoxicologica da influéncia das

cinzas advindas de queimadas no Pantanal sobre o ecossistema edafico.

Requisitos do teste

Toxicidade aguda

Normas NBR 15537 (2014)
Tipo de ensaio Estatico
Tempo de duragao 14 dias

Organismo-teste

Eisenia andrei

Numero de individuos por réplica

10

Peso dos organismos

300-600 mg

Tipo de solo

Solo artificial tropical

Quantidade de solo-teste por réplica

500 g de solo seco

Numero de concentragdes

Cinco e o controle

Numero de réplicas

Quatro

Temperatura

25+ 2°C

Luminosidade (fotoperiodo)

12h de luz e 12h de escuro

Umidade

50% da capacidade maxima de retengdo de

agua
Alimentagao Nenhuma
Efeito observado Letalidade

Fonte: Adaptado de Lima, 2010; ABNT, 2014.

De maneira complementar, visando avaliar o efeito das cinzas e das minhocas sobre a
emissao de gases ligados ao efeito estufa, foram avaliadas as taxas de liberacao de gas carbonico
(CO») e de metano (CHa4), de cada recipiente-teste, utilizado um analisador de gases de efeito
estufa portatil (Los Gatos Research Inc.) (Figura 8). Esta andlise incluiu a adi¢gdo de um

recipiente preenchido apenas com solo-teste, ao qual ndo houve a adi¢do de anelideos, tendo
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este sido mantido nas mesmas condi¢des que as demais amostras. Assim, as taxas de liberacao
de gases foram aferidas, ao longo de todo o experimento, com um intervalo de um dia entre as
analises. Adicionalmente, as taxas de COz e de CH4 também foram registradas ao inicio € ao
final do periodo experimental. Durante as analises, cada amostra foi checada trés vezes, sendo

estabelecido um intervalo de um minuto entre as coletas.

Figura 8: Analise das taxas de emissdo de CO2 e de CH4 através de um analisador de gases de efeito estufa

portatil (Los Gatos Inc.).

Ademais, buscando verificar possiveis alteracdes na estrutura fisica e na composicao
quimica do solo devido a presencga de cinzas no substrato, amostras do material de cada réplica,
coletadas no primeiro e no ultimo dia de experimento, foram avaliadas quanto a sua: textura,
pelo método da pipeta; presenga de matéria organica, por meio do método Walkley & Black;
carbono organico, pelo método Walkley & Black; fosforo, por colorimetria, por método do P
em solugdo de equilibrio e pelo método Mehlich I; potassio, pela fotometria de chama e também
pelo método Mehlich I; aluminio, pelo método KCl 1mol/L e titulagdo com NaOH; célcio e
magnésio, por titulagdo com EDTA e também por método KCI 1mol/L. Para isso, o material
destinado a analise foi encaminhado para o Laboratorio de Analises de Solo (LAS) vinculado
ao Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A
interpretacdo de andlise dos solos teve por base os pardmetros pontuados por Ribeiro et al.

(1999). Por fim, também se buscou avaliar a composi¢do das cinzas utilizadas para o
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estabelecimento dos tratamentos. De modo que, o material foi destinado ao Laboratorio de
Quimica Instrumental (LQI) ligado ao Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), que quantificou os metais presentes na amostra de cinzas
por meio de um Espectrofotometro de Absor¢dao Atomica da Varian (AAS 240 FS). As amostras
de extrato de cinzas (0,5g) foram digeridas em chapa de aquecimento com 10mL de HNO; e

2mL de H>O». Quando necessario, os extratos foram submetidos a um processo de diluicao.

2.2.4. Comportamento de fuga

O ensaio de comportamento de fuga foi baseado nas recomendacdes da Norma
NBR/ISO 17512-1 (ABNT, 2011). O teste em questdo teve a duracdo de 48h e todos os
tratamentos aplicados contaram com cinco repeti¢des de 10 organismos em cada sessao (n =50
individuos/tratamento), de modo que o experimento utilizou um total de 300 organismos-teste.
Em cada um dos tratamentos, os anelideos foram adicionados ao centro de uma camara, com
area de cerca de 400 cm? contendo duas secdes (Schaefer, 2003). Uma das parti¢des do
recipiente-teste foi preenchido com o solo-teste, enquanto a outra se¢ao recebeu o solo-controle,
ambas contendo o mesmo peso de solo (500g), de maneira a gerar uma camada de 5 a 6 cm de

substrato (Figura 9).

Area = 200 cm? Area = 200 cm?

5-6 cm

Figura 9: (A) Desenho esquematico representando o Ensaio de Comportamento de Fuga utilizando anelideos da
espécie Eisenia andrei. (B) Imagem do recipiente-teste utilizado ao longo dos ensaios. Fonte: Elaborado pelo

autor.

Os recipientes-teste utilizados eram de polipropileno, com a base retangular e
capacidade para 2.4 litros. Apds a adi¢ao dos anelideos, os recipientes foram entdao cobertos e
mantidos sem alteracdes por 48h. Ao final deste periodo, ocorreu a adicdo de uma divisoria

entre as duas se¢des para que fossem realizadas as contagens do nimero de organismos-teste
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presentes em cada secdo (Figura 10) (Quadro 2). Os individuos ndo encontrados foram
considerados na taxa de mortalidade e os anelideos seccionados durante a inser¢do da diviséria
foram pontuados com o valor de 0.5 (ABNT, 2011; Niva & Brown, 2019).

Para cada um dos tratamentos ou réplicas executados, caso a mortalidade tenha atingido
um valor superior a 10%, o teste em questdo serd pontuado como invalido. Além disso, a
distribuicdo dos organismos no recipiente-teste contendo, em ambas as sec¢des, o solo-controle
também foi avaliada, buscando se analisar a existéncia de outros fatores que poderiam interferir
nos ensaios. Dessa forma, caso a distribui¢do dos anelideos no “dual control test” nao tenha
sido homogénea, o teste serd pontuado como invalido (Yeardley et al., 1996; Rinke &

Wiechering, 2001; Lima, 2010; Machado, 2016; Santo ef al., 2020).

Contagem dos
organismos de cada
solo

Adigdo de 10
organismos

48h

Remogdo da Adicdo da
diviséria diviséria

Figura 10: Esquema representando as etapas do Ensaio de Comportamento de Fuga. Fonte: Adaptado de Loureiro

et al., 2005.

Quadro 2: Resumo do ensaio de comportamento de fuga aplicado com o intuito de se avaliar a influéncia das

cinzas provenientes de incéndios florestais no Pantanal sobre o ecossistema edafico.

Requisitos do teste Ensaio de fuga

Normas NBR/ISSO 17512-1 (2011)
Tipo de ensaio Comportamental
Tempo de duragao 48 horas

Organismo-teste

FEisenia andrei

Numero de individuos por réplica

10

Peso dos organismos

300-600 mg

Tipo de solo

Solo artificial tropical

Quantidade de solo-teste por réplica

500 g de solo seco de cada lado

Numero de concentragdes

Cinco e o controle

Numero de réplicas

Cinco
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Temperatura 25+£2°C

Luminosidade (fotoperiodo) 12h de luz e 12h de escuro

Umidade 50% da capacidade maxima de retengdo de
agua

Alimentacao Nenhuma

Efeito observado Comportamento de fuga

Fonte: Adaptado de Lima, 2010; ABNT, 2011; Niva & Brown, 2019.

2.2.5. Analise estatistica

A resposta dos experimentos de comportamento de fuga do solo-teste foi calculada, em
porcentagem, através da equacdo (ABNT, 2011):

% =[(nC —nT/N] x 100

Considerando:

% = Taxa de fuga expressa em porcentagem

nC = Numero de anelideos encontrados no solo-controle (por recipiente-teste ou no solo
controle de todas as replicatas)

nT = Numero de anelideos encontrados no solo-teste (por recipiente-teste ou no solo-
teste de todas as replicatas)

N = Numero total de anelideos (por recipiente-teste ou no solo controle de todas as
replicatas)

Nos casos em que a quantidade de anelideos no solo-teste se mostrou inferior a 20%, o
mesmo foi classificado como tendo funcdo de habitat limitada. Em contrapartida, a ocorréncia
de taxas de rejei¢ao negativas aponta para uma possivel preferéncia dos anelideos pelo solo-
teste. Nesses casos, respostas negativas foram consideradas com 0% de fuga.

A significancia da resposta de fuga foi calculada através do Teste Exato de Fisher. Para
0 ensaio com os solos contaminados, tendo em vista que o teste avalia uma resposta de evitagao,
foi utilizando o teste unicaudal, considerando como hipdtese nula que, na auséncia de efeito
adverso, haverd a presenca de 50% dos organismos no solo contaminado. Enquanto para o teste
de controle duplo foi aplicado o teste bicaudal, tendo por hipotese nula a distribuicdo
homogénea dos anelideos em ambos os lados do recipiente. Quando p < 0.05, a hipotese nula
foi rejeitada, tendo sido registrada a ocorréncia de diferenga significativa entre a se¢ao contendo
solo controle e a se¢dao contendo solo contaminado (Natal-da-Luz et al., 2004; Natal-da-Luz et

al., 2008; Lima, 2010; Nunes, 2010; Candello, 2014).
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Ademais, a Concentragdo Mediana Efetiva (CE50) do teste de fuga e a Concentracao
Letal Média (CL50) do teste de toxicidade aguda foram calculadas, quando possivel, através de
um modelo de regressao nao linear (ABNT, 2011; ABNT, 2014; Niva & Brown, 2019).
Inicialmente, os dados foram avaliados quanto a sua normalidade através do teste de Shapiro-
Wilks e, posteriormente, submetidos a analise de variancia one-way (ANOVA). Nos testes de
toxicidade aguda, tendo em vista que os dados ndo apresentavam uma distribuicdo normal, foi
aplicado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis e, em seguida, o teste de comparagdes
multiplas de Nemenyi, de modo a analisar possiveis diferengas das médias dos tratamentos em
relacdo ao controle. Em contrapartida, os dados normais, obtidos nos testes de comportamento
de fuga, foram submetidos ao teste de Tukey (Nunes, 2010; Lima, 2010). Sempre se
considerando o valor de p < 0.05 como significativo.

Por fim, a emissao de gases ligados ao efeito estufa foi avaliada a partir da inclinagao
resultante da relacdo entre o tempo e a concentracdo de gas, de modo que o calculo do fluxo de
gas esteve pautado na seguinte formula (Almeida et al., 2016):

F = (V/A) x slope x (PxFixF2/RxT)

Onde:

F = Fluxo de gis (mg/m?/dia)

V = Volume da cdmara (m®)

A = Area de superficie da cAmara (m?)

Slope = Inclinacao resultante da relacao o gas (CH4 ou CO») e o tempo (ppm/segundo)

P = Pressao atmosférica (kPa)

F1 = Peso molecular do gas, para CH4 (16 g/mol) ou CO2 (44 g/mol)

F» = Fator de conversao de segundos para dias

R = Constante de gas, equivalente a 8.3144 JK! mol’!

T = Temperatura (K)

Os valores obtidos para o fluxo de gas foram entdo compilados e testados qual a sua
normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilks. Em seguida, devida a auséncia de distribuicao
normal nos dados, houve a aplicacdo do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, de modo a
comparar os distintos tratamentos executados.

As analises estatisticas e os graficos foram desenvolvidos utilizando “R version 4.1.1.".

2.3. RESULTADOS
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Adiante estdo dispostos os resultados advindos dos testes complementares, de
toxicidade aguda e de comportamento de fuga, através dos quais foi avaliada a influéncia de

cinzas provenientes do Pantanal sobre individuos da espécie Eisenia andrei.

2.3.1. Avaliacio da capacidade de retenciao de agua do solo

Conforme os procedimentos previstos no protocolo estabelecido pela NBR 15537, o
solo artificial tropical foi submetido a dois ensaios distintos para a determinacao da capacidade
de retencao de agua (CRA), cujos resultados estao dispostos na Tabela 2. Assim, considerando
tais valores, foi possivel ajustar a umidade do solo-teste de modo a se obter 50% da CRA,

através da adicdo de 97.5mL de 4gua destilada a cada 500g de solo seco (Tabela 3).

Tabela 2: Avalia¢ao da capacidade de retencio de agua do solo artificial tropical em dois ensaios distintos.

Ensaio I Ensaio I1 Média dos ensaios
Capacidade de
Retencdo de Agua 38.29 39.48 38.89
(o)

Tabela 3: Volume de 4gua necessario para ajustar a umidade do solo artificial tropical de acordo com a CRA.

Agua necessaria Agua necessaria
CRA 50% da para ajustar 100g de para ajustar 500g de
CRA solo para 50% da solo para 50% da
CRA CRA
38.89 % da 19.5% da
Solo massa seca massa seca 19.5g 97.5g

do solo do solo

2.3.2. Validacao dos ensaios
Os critérios estabelecidos para a validacdo do teste de toxicidade aguda foram atendidos,
uma vez que, ao final do periodo de ensaio, a taxa de letalidade dos organismos-teste no solo

controle foi menor ou igual a 10%, conforme expresso na Tabela 4.
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Tabela 4: Quantidade de organismos-teste presentes no solo controle que apresentaram mobilidade durante os
testes de toque executados no 7° e no 14° dia do ensaio de toxicidade aguda. Variavel que permite avaliar a

letalidade do solo.

Controle1 Controle2 Controle3 Controle 4

Numero de individuos 10 10 9 10
responsivos ao toque (7° dia)

Numero de individuos 10 10 9 10
responsivos ao toque (14° dia)

Letalidade (%) 0 0 10 0

Ambos os critérios para a validacao do ensaio de fuga também foram atendidos, tendo
em vista que nao houve registro de mortalidade ou perda de individuos ao longo do
experimento. Além disso, durante o “dual control test”, os anelideos apresentaram uma
distribuicdo equitativa entre as se¢des dos recipientes-teste contendo solo controle em ambos
os lados, tendo havido a presenca de 42% dos organismos-teste na secdo A e 58% na se¢ao B
(Figura 11). Dessa forma, os recipientes controle apresentaram um padrao homogéneo na
distribui¢do dos individuos, estando de acordo com o padrao de distribuicao 40-60% estipulado

para a validacdo do ensaio.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Frequéncia de individuos (%)

0
|

A B
Secao do solo

Figura 11: “Dual control test” para o solo artificial tropical: porcentagem de organismos (média + desvio padrdo,
n=5) presentes em cada se¢do do recipiente-teste utilizado como controle no ensaio de fuga. Nao houve diferenga

estatistica na distribui¢ao dos anelideos, segundo o teste exato de Fisher (p > 0.05).
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2.3.3. Efeito das cinzas sobre o comportamento de fuga

A realizacdo de uma série de ensaios para avaliar a ocorréncia de comportamento de
fuga em anelideos quando em contato com substrato contaminado com cinzas provenientes de
queimadas no Pantanal permitiram analisar as respostas de rejeicdo desses organismos quando
submetidos a diferentes concentragdes da substancia estudada. Tendo sido obtida uma resposta
significativa (p < 0.05) em trés dos tratamentos aplicados.

Considerando a porcentagem média de fuga de cada concentracdo, embora ndo tenha
sido observada uma resposta ligada a curva dose-resposta tradicional, € possivel verificar que
as minhocas apresentaram uma resposta de rejeicdo a solos contaminados com cinzas em duas
concentragdes, sendo que a resposta mais expressiva esteve ligada ao solo contendo
2437.50mg/Kg de cinzas, o qual apresentou uma porcentagem de fuga de 52%. J4 a segundo
solo a gerar uma resposta aversiva entre os organismos-teste foi aquele que recebeu 9750mg/Kg
de cinzas, tendo apresentado uma taxa de fuga de 32% (Figura 12). Em contrapartida, nas
demais concentragdes, os anelideos ndo apresentaram resposta de fuga média. Ainda que, ao
analisar as réplicas em separado, tenha sido possivel visualizar respostas de rejeicao acima de

60% a partir da concentracao de 1218.75 mg/Kg de cinzas.
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Figura 12: Ensaio de comportamento de fuga em anelideos expostos a cinzas coletadas apos queimadas no
Pantanal: porcentagem de resposta de fuga (média + desvio padrio, n = 5) de Eisenia andrei em solo artificial
tropical contendo diferentes concentragdes de cinzas provenientes de queimadas no Pantanal. Os desvio-padrao
sdo representados pelas barras. (s) = Resposta significativa (p < 0.05) e (ns) = resposta ndo significativa (p > 0.05),

conforme o Teste Exato de Fisher.

Embora o célculo da porcentagem de fuga tenha indicado duas concentragdes nas quais
os anelideos apresentam comportamento de rejei¢do, ndo foi possivel estimar o valor, da
Concentracao Efetiva mediana (CE50-48h), responsavel pela ocorréncia de comportamento de
fuga em 50% dos individuos expostos a solugdo de cinzas advindas do Pantanal, em solo
artificial tropical, apos transcorridas 48h.

Por fim, apés 48h de experimento, ndo foram registradas caracteristicas evidentes
indicativas de um efeito subletal nos anelideos. Em contrapartida, a ocorréncia de
comportamento de copula foi registrada seis vezes ao longo de amostras contendo diferentes

concentragdes de cinzas (Tabela 5).
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Tabela 5: Registro da ocorréncia de comportamento de copula ao final do Ensaio de Comportamento de Fuga
aplicado em anelideos expostos a solo artificial tropical contaminado com distintas concentragcdes de cinzas

resultantes de queimadas no Pantanal.

Comportamento de copula Registro de Local de ocorréncia
Concentracao testada copula Solo-teste Solo controle

Controle 0 0 0

609.375 mg/Kg 0 0 0
1218.75 mg/Kg 2 0 2
2437.5 mg/Kg 1 0 1

4875 mg/Kg 1 1 0

9750 mg/Kg 2 1 1

2.3.4. Teste de toxicidade aguda

A presente andlise contou com uma mortalidade média reduzida na maioria dos
tratamentos estabelecidos, conforme apresentado na Figura 13, estando a maior porcentagem
de mortalidade (25%) concentrada na amostra contendo 609.375 mg/Kg de cinzas (Tabela 6),
embora ndo tenha sido registrado uma diferenga estatistica significativa (p > 0.05) em relacao

ao controle.
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Figura 13: Mortalidade média (n = 4) do Teste de Toxicidade Aguda em minhocas expostas a tratamentos
contendo cinzas, em diferentes concentragdes, coletadas no Pantanal. Nimero médio de individuos que, no 7° e
no 14° dia, ndo apresentaram resposta ao toque em cada concentragdo. Conforme o Teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo Teste de Nemenyi para comparagdes multiplas, ndo houve, em qualquer tratamento, diferenca
estatisticamente significativa (p > 0.05) em relacdo ao grupo controle. Barras de erro correspondem ao desvio-

padrio.

Tabela 6: Resultado do Teste de Toxicidade Aguda em individuos, da espécie Eisenia andrei, expostos a solo
artificial tropical contendo distintas concentragdes de cinzas advindas de queimadas no Pantanal: Numero de

individuos responsivos ao teste de toque e taxa média de mortalidade (n = 4).

Resultados (7° e 14° dia) N° de individuos moveis Taxa de mortalidade (%)
Concentracio testada 7° Dia 14° Dia 7° Dia 14° Dia
609.375 mg/Kg 34 30 15 25
1218.75 mg/Kg 37 36 7,5 10
2437.5 mg/Kg 35 33 12,5 17,5
4875 mg/Kg 38 35 5 12,5
9750 mg/Kg 38 35 5 12,5
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Ainda assim, foi possivel visualizar uma certa variagdo na taxa de sobrevivéncia entre
as réplicas de cada tratamento (Figura 14). Indicando a presenca de um numero reduzido de
sobreviventes também em réplicas contendo concentragdes de cinzas mais elevadas. Contudo,
o valor estimado da Concentracdo Letal Mediana ap6s 14 dias (CL50-14dias), responsavel pela
mortalidade de 50% dos individuos expostos a solucdo de cinzas coletadas na regido de Caceres,

ndo pode ser aferido, tendo em vista a baixa mortalidade média entre as amostras.
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Figura 14: Grafico Boxplot para o Ensaio de Toxicidade Aguda em anelideos: Sobrevivéncia de Eisenia andrei
submetidos a solo artificial tropical contaminado com diferentes concentragdes de cinzas provenientes de
queimadas no Pantanal apdés 7 dias de ensaio (cinza) e apds transcorridos 14 dias (branco). Nenhuma das
concentragdes testadas apresentou diferenga estatisticamente significativa (p > 0.05) em relacdo ao controle,

segundo os testes de Kruskal-Wallis e Nemenyi.

De maneira complementar, no 14° dia de ensaio, durante a execugao do teste de toque,
também foram identificados alguns pardmetros subletais, como: alteracdo na coloragdo de
alguns individuos, redu¢ao ou auséncia de clitelo, presenca de extremidades corporais mais
finas, evidéncias de autotomia caudal e respostas comportamentais mais lentas apos o estimulo
mecanico. Tais caracteristicas foram registradas em ao menos uma réplica de cada concentragao

contendo solugdo de cinzas, embora a frequéncia de ocorréncia dessas alteragdes ndo tenha
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seguido um padrdo. Ainda, com excec¢ao das amostras controle, todas as réplicas apresentavam
vestigios indicativos de movimentacgdo dos individuos, durante o fotoperiodo escuro, na regiao
superior do recipiente. A ocorréncia desse comportamento se mostrou mais frequente nas
concentracdes mais elevadas de cinzas. Por fim, no 7° dia do ensaio, foi possivel realizar o
registro da ocorréncia de comportamento de copula nas concentragdes de 12.5%, 25% e 50%
da solugdo matriz, enquanto, ao final do ensaio, uma andlise do solo contendo 100% da solu¢ao

matriz de cinzas permitiu a identifica¢ao de dois casulos, presentes em diferentes réplicas.

2.3.5. Emissao de gases

A andlise da emissdo de gases relacionados ao efeito estufa contou com a presenca de
resultados distintos entre os gases avaliados. Ao considerar a emissao de metano (CHs) foi
possivel visualizar certa constancia entre os valores de fluxo, de modo que o solo se apresenta
como um consumidor desse gés independente do tratamento ao qual foi submetido (Figura 15).
Em contrapartida, a verificagcdo do fluxo de gas carbonico (CO) permitiu o registro de diferenca
significativa (p < 0.05) entre os tratamentos, conforme o Teste de Kruskal-Wallis. Assim,
embora o solo tenha a capacidade de absorver CO», a presenga de cinzas no substrato levou a
um aumento gradativo na emissdo desse gas, tendo sido apontada uma relacao direta entre a
quantidade de cinzas presente no solo e o fluxo de CO; (Figura 16). Além disso, ao comparar
a emissao de gases entre as amostras controle contendo anelideos e a amostra livre de minhocas,
foi possivel notar uma maior emissao de CO2 na presenga de Eisenia andrei, enquanto a

liberacao de CH4 nao apresentou grandes discrepancias (Figura 17).
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Figura 15: Média do fluxo de metano liberado no Teste de Toxicidade Aguda, no qual as amostras contendo solo
artificial tropical apresentavam minhocas expostas a diferentes concentragdes de cinzas coletadas no Pantanal. O
fluxo de gases foi aferido ao longo de 14 dias, considerando o intervalo de 1 dia entre as analises. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa (p > 0.05) entre os tratamentos, segundo o teste de Kruskal-Wallis. Barras

de erro correspondem ao desvio-padrio.
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Figura 16: Fluxo médio de gés carbdnico emitido durante o ensaio de toxicidade aguda em solo artificial tropical
contendo anelideos expostos a distintas concentragdes de cinzas coletadas no Pantanal. A coleta de dados foi
realizada ao longo de 14 dias, com intervalos de 1 dia entre as andlises. Houve diferenca estatisticamente
significativa (p < 0.05) entre os tratamentos, segundo o teste de Kruskal-Wallis. Barras de erro correspondem ao

desvio-padrao.
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Figura 17: Comparativo entre as amostras controle contendo anelideos e o controle livre de minhocas, tendo por
foco as médias de emissdo de gases, relacionados ao efeito estufa, no Teste de Toxicidade Aguda, no qual os
organismos foram expostos a diferentes concentragdes de cinzas coletadas no Pantanal. As medig¢des duraram 14

dias, com um intervalo de 1 dia entre as analises, tendo se aferido a liberagdo de Dioxido de Carbono e Metano.
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Ainda que tenha ocorrido um maior fluxo de gés carbonico nas maiores concentragdes
de cinza, ao avaliar a relacdo entre a emissdo de gases e o tempo de duragdo da coleta de dados,
foi possivel notar que com o decorrer dos dias houve uma redugdo na emissao de CO» (Figura
18). Padrao que nao se repetiu ao avaliar o fluxo de metano, tendo em vista que este gas
apresentou um aumento nas taxas de emissdo a partir do terceiro dia de experimento, se
mantendo praticamente constante até o décimo primeiro dia de experimento, momento no qual
se inicia uma queda na liberagcdo de CH4 no ambiente, de modo que ao décimo quarto dia os
valores desse gads se assemelham ao fluxo apresentado logo apds o inicio do periodo

experimental (Figura 19).
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Figura 18: Fluxo de gas carbonico emitido ao longo dos 14 dias de duracdo do ensaio de toxicidade aguda, se
avaliando a liberacdo de CO2 em solo artificial tropical contendo anelideos submetidos a diferentes concentragdes

de cinzas coletadas na regido do Pantanal. Barras de erro correspondem ao desvio-padréo.
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Figura 19: Fluxo de metano liberado durante o ensaio de toxicidade aguda com anelideos, correspondente a

emissdo de CH4 em solo artificial tropical submetido a distintas concentragdes de cinzas coletadas em Caceres.

Barras de erro correspondem ao desvio-padréo.
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2.3.6. Analises fisico-quimicas

A andlise fisica das amostras de solo permitiu notar que, embora inicialmente os
substratos tenham mostrado um nivel médio de argila, apds transcorridos 14 dias o material
passa a apresentar uma textura mais arenosa. Além disso, os solos com as duas maiores
concentragdes de cinzas também apresentaram uma condi¢do mais arenosa, tanto ao inicio
quanto ao final do experimento, em comparado com as concentragdes mais baixas do poluente.

Ao verificar a composicao dos substratos testados foi possivel perceber que entre as
amostras iniciais houve um aumento na concentracao de fosforo (P), magnésio (Mg), calcio
(Ca) e potassio (K) conforme se acrescia cinzas ao solo. Relagdo também reportada para os
atributos de Soma de Bases (SB) e Capacidade de Troca de Cations (t). Em contrapartida, o
aluminio (Al) ndo apresentou uma relacao tao definida com a concentracao de cinzas testadas.
Ao se comparar com as amostras finais, torna-se aparente um relativo aumento na presenga de
P, Ca e Mg em quase todas as amostras, além de uma crescente nos atributos SB e t. J4 no caso
da concentragdo de K, esse elemento registrou um aumento apenas nos controles e nas duas
menores concentragdes de cinzas testadas, tendo se verificado um decrescimento deste atributo
nos demais tratamentos. Para o Al, no geral, as concentragdes finais exibiram um decréscimo
ou se mantiveram estaveis em comparagdo as amostras iniciais. A matéria organica disponivel
e o carbono organico sofreram uma redu¢do ao comparar o solo coletado de cada amostras no
primeiro dia e o substrato do ultimo dia. Contudo, nao foi possivel se estabelecer um paralelo
entre estes dois atributos e a propor¢ao de cinzas no solo.

Em todas as amostras avaliadas (iniciais e finais), o P ¢ o K apresentaram valores
bastante elevados. Enquanto o Ca dispds de concentragdes moderadas nas amostras controle
(finais) e nas trés menores concentragdes de cinzas (iniciais e finais), com os dois maiores
tratamentos (iniciais e finais) apresentando valores altos de Ca. Para as amostras controle do
primeiro dia os valores de Ca e Mg se mostram baixos. Embora, este ultimo, tenha apresentado,
sobretudo, valores moderados entre as amostras (iniciais e finais), além de registros de
concentragdes altas nos trés maiores tratamentos (finais). No que se refere ao Al, todas as
amostras expuseram valores muito baixos desse metal. A matéria organica disponivel e o
carbono organico apresentaram concentracdes, em maioria, moderadas ao inicio do
experimento, com alguns tratamentos dispondo de valores mais baixos ao final dos ensaios. Por
fim, os atributos SB e t apresentaram um padrdo similar entre si, para as amostras iniciais e
finais, com os controles e os trés primeiros tratamentos dispondo de valores moderados,

enquanto as duas maiores proporg¢des de cinzas testadas exibiram valores altos.
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As andlises fisico-quimicas das amostras de solo contaminado ao primeiro dia do Ensaio de
Toxicidade Aguda estdo dispostas na Tabela 7, enquanto os valores avaliados nas amostras

finais se encontram representados na Tabela 8.
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Tabela 7: Analise fisico-quimica do Solo Artificial Tropical ao inicio do Ensaio de Toxicidade Aguda, no qual o solo recebeu diferentes concentragdes de cinzas do Pantanal.

CA - Controle contendo anelideos; CB — Controle livre de anelideos; T1 - Tratamento com 609.375 mg/Kg de cinzas; T2 - Tratamento com 1218.75 mg/Kg de cinzas; T3 -

Tratamento com 2437.5 mg/Kg de cinzas; T4 - Tratamento com 4875 mg/Kg de cinzas; T5 - Tratamento com 9750 mg/Kg de cinzas; 12 - Amostra contendo réplicas 1 e 2 do

tratamento; 34 - Amostra contendo réplicas 3 e 4 do tratamento; t — Capacidade de Troca de Cations Efetiva.

ATRIBUTOS DO AMOSTRAS

SOLO CA-12 CA-34 CB T1-12 T1-34 T2-12 T2-34 T3-12 T3-34 T4-12 T4-34 T5-12 T5-34
Fésforo (mg/dm3) 10.6 10.5 12.1 12.4 10.8 10.1 10.2 11.1 13.8 12.4 13.4 17.5 19.4
Potassio (mg/dm3) 313.6 302.4 291.2 336.0 313.6 313.6 313.6 336.0 324.8 313.6 336.0 358.4 369.6
Calcio (cmolc/dm3) 1.13 1.32 0.90 1.38 1.58 1.55 1.39 1.44 1.50 1.91 2.42 2.41 3.15
Magnésio (cmolc/dm3)  0.67 0.46 0.33 0.47 0.57 0.52 0.99 0.81 0.44 0.49 1.00 0.72 0.67
Aluminio (cmolc/dm3) 0.00 0.07 0.08 0.11 0.09 0.09 0.08 0.03 0.07 0.04 0.00 0.00 0.00
Soma de Bases 2.60 2.56 1.98 2.71 2.95 2.87 3.18 3.11 2.77 3.20 4.28 4.05 4.77
(cmole/dm?)
t (cmolc/dm?) 2.60 2.63 2.06 2.82 3.04 2.96 3.26 3.14 2.84 3.24 4.28 4.05 4.77
Saturaciio por aluminio 0.0 2.7 3.9 3.9 3.0 3.0 2.5 1.0 2.5 1.2 0.0 0.0 0.0
(%)
Matéria Organica 2.57 3.83 3.72 1.76 2.91 2.68 2.22 1.88 2.11 1.99 3.03 2.11 2.45
(dag/kg)
Carbono Organico 1.49 2.22 2.16 1.02 1.69 1.56 1.29 1.09 1.22 1.16 1.76 1.22 1.42
(dag/kg)
Areia grossa (dag/kg) 46.00 43.00 42.50 45.40 43.30 47.10 43.50 44.60 44.20 46.30 43.50 49.10 47.10
Areia fina (dag/kg) 32.00 31.00 33.50 36.60 38.70 34.90 32.50 35.40 37.80 37.70 40.50 30.90 30.90
Silte (dag/kg) 6.00 12.00 10.00 2.00 2.00 2.00 10.00 6.00 2.00 2.00 2.00 6.00 8.00
Argila (dag/kg) 16.00 14.00 14.00 16.00 16.00 16.00 14.00 14.00 16.00 14.00 14.00 14.00 14.00
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Tabela 8: Analise fisico-quimica do Solo Artificial Tropical ao final do Ensaio de Toxicidade Aguda, no qual o solo recebeu diferentes concentragdes de cinzas do Pantanal.

CA - Controle contendo anelideos; CB — Controle livre de anelideos; T1 - Tratamento com 609.375 mg/Kg de cinzas; T2 - Tratamento com 1218.75 mg/Kg de cinzas; T3 -

Tratamento com 2437.5 mg/Kg de cinzas; T4 - Tratamento com 4875 mg/Kg de cinzas; TS - Tratamento com 9750 mg/Kg de cinzas; (1)(2)(3)(4) - Réplicas de cada tratamento;

t — Capacidade de Troca de Cations Efetiva.

ATRIBUTOS DO AMOSTRAS

SOLO CA(1) CA(Q2) CA(3) CA@ CB Tid) TI1(2) TIi3) Ti@ T20) T22) T23) T2(4)
Fésforo (mg/dm®) 15.1 13.2 12.4 13.2 11.9 13.4 14.5 11.1 19.6 15.0 13.9 11.1 13.4
Potéassio (mg/dm?) 358.4 369.6 336.0 347.2 4144 347.2 358.4 358.4 403.2 347.2 336.0 302.4 291.2
Cilcio (cmolc/dm?) 1.75 1.57 1.51 1.61 1.75 1.71 1.44 1.83 1.83 1.57 1.76 1.53 1.77
Magnésio (cmol/dm3) 094 0.65 0.67 0.66 0.49 0.65 0.84 0.79 0.48 0.58 0.55 0.87 0.21
Aluminio (cmol/dm?)  0.00 0.09 0.00 0.07 0.08 0.10 0.06 0.06 0.08 0.00 0.08 0.07 0.07
Soma de Bases 3.61 3.17 3.04 3.16 3.30 3.25 3.20 3.54 3.34 3.04 3.17 3.18 2.73
(cmole/dm?)
t (cmole/dm?) 3.61 3.26 3.04 3.23 3.38 3.35 3.26 3.60 3.42 3.04 3.25 3.25 2.80
Saturacdo por aluminio 00 2.8 0.0 2.2 2.4 3.0 1.8 1.7 23 0.0 2.5 2.2 2.5
(“o0)
Matéria Orgénica 2.57 1.76 1.88 1.76 2.45 2.11 1.65 1.99 1.42 2.45 2.34 2.11 2.22
(dag/kg)
Carbono Orgénico 1.49 1.02 1.09 1.02 1.42 1.22 0.96 1.16 0.82 1.42 1.36 1.22 1.29
(dag/kg)
Areia grossa (dag/kg) 4320 45.30 47.40 43.40 49.80 46.10 54.70 42.90 52.00 51.00 45.00 52.70 46.90
Areia fina (dag/kg) 34.80 28.70 26.60 30.60 22.20 25.90 15.30 31.10 18.00 21.00 29.00 21.30 25.10
Silte (dag/kg) 6.00 14.00 12.00 12.00 14.00 14.00 16.00 12.00 16.00 12.00 12.00 12.00 14.00
Argila (dag/kg) 16.00 12.00 14.00 14.00 14.00 14.00 14.00 14.00 14.00 16.00 14.00 14.00 14.00
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Tabela 8: Continuagao.

ATRIBUTOS DO AMOSTRAS

SOLO T31) T3Q2) T3(3) T3(4) T4(1) T4(2) T4(3) T4(4) T5(1) T5(2) T5(3) T5(4)
Fésforo (mg/dm?) 12.1 14.3 13.0 13.4 13.8 14.5 14.3 22.7 16.7 20.6 18.3 25.1
Potéssio (mg/dm?) 302.4 302.4 302.4 302.4 313.6 280.0 291.2 302.4 280.0 313.6 302.4 324.8
Cilcio (cmol/dm?®) 1.65 1.30 1.65 1.79 2.52 2.14 1.59 2.89 2.19 3.12 2.58 3.20
Magnésio (cmolc/dm?) 0.71 0.92 1.08 0.81 0.64 0.82 1.05 111 0.86 0.68 0.78 0.92
Aluminio (cmolc/dm?) 0.08 0.09 0.00 0.00 0.00 0.07 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Soma de Bases 3.14 3.00 3.51 3.38 3.96 3.68 3.39 4.78 3.77 4.60 4.14 4.95
(cmole/dm?)
t (cmolc/dm?) 3.22 3.09 3.51 3.38 3.96 3.75 3.39 4.78 3.77 4.60 4.14 4.95
Saturacio por aluminio 2.5 2.9 0.0 0.0 0.0 1.9 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
(%)
Matéria Organica 1.53 1.76 2.91 1.88 2.57 2.34 1.88 2.34 1.99 2.45 1.88 2.22
(dag/kg)
Carbono Orgénico 0.89 1.02 1.69 1.09 1.49 1.36 1.09 1.36 1.16 1.42 1.09 1.29
(dag/kg)
Areia grossa (dag/kg) 53.50 50.80 54.30 54.00 49.40 48.30 43.20 57.40 45.20 47.60 46.20 49.10
Areia fina (dag/kg) 16.50 23.20 21.70 22.00 22.60 31.70 36.80 20.60 40.80 24.40 25.80 24.90
Silte (dag/kg) 16.00 12.00 10.00 8.00 14.00 8.00 8.00 10.00 2.00 14.00 16.00 14.00
Argila (dag/kg) 14.00 14.00 14.00 16.00 14.00 12.00 12.00 12.00 12.00 14.00 12.00 12.00
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A analise dos elementos presentes no extrato de cinzas advindas de uma area de floresta
inundavel poliespecifica em Caceres permitiu identificar que os niveis mais elevados de metal
foram, respectivamente, os do Calcio (61,3 + 18 g Kg!), Aluminio (14,1 = 2 g Kg™!), Ferro
(11,8 £ 0,9 g Kg!), Magnésio (9,48 + 3 g Kg'!) e Potéssio (6,66 + 1,0 g Kg!) (Tabela 9).

Tabela 9: Concentragdo dos elementos nos extratos de cinzas coletadas em area de floresta inundavel
poliespecifica na regido do Pantanal.

Elementos (g Kg™) Cinza
Sédio (Na) 0,420 + 0,09
Magnésio (Mg) 9,48+3
Aluminio (Al) 14,1 £2
Potéssio (K) 6,66 £1,0
Célcio (Ca) 61,3+ 18
Manganés (Mn) 0,727 £ 0,05
Ferro (Fe) 11,8 +0,9
Niquel (Ni) 0,0119 £ 0,001
Zinco (Zn) 0,549 + 0,03
Chumbo (Pb) 0,0413 + 0,006
Cobre (Cu) 0,0211 + 0,002

2.4. DISCUSSAO

A ocorréncia recorrente de incéndios florestais, responsaveis pela liberagao de cinzas
no ambiente, aliada a escassez de dados sobre os impactos desse composto nos tropicos, tornam
imprescindivel elucidar as implicagdes da presenga das cinzas nos ecossistemas tropicais
(Nunes, 2010; Garcia, 2004 apud Lima, 2010; Brito, 2014; Silva et al., 2016; Pinto et al., 2020).
Assim, andlises ecotoxicologicas se apresentam como uma importante ferramenta neste
cenario, auxiliando na compreensao do efeito das cinzas sobre os organismos, incluindo aqueles
pertencentes a fauna edafica, tendo em vista o acumulo deste potencial poluente sobre o solo e
suas variadas consequéncias (Magalhdes & Ferrdo Filho, 2008; Candello, 2014; Nayak et al.,
2015). Para tais avaliagdes, o uso de minhocas tem sido comumente empregado, uma vez que
estes organismos detectam uma grande variedade de poluentes dispersos no ambiente (Silva &
Van Gestel, 2009; Nunes, 2010). Nesse sentido, no presente estudo, foi verificado o
comportamento de evitamento e a ocorréncia de efeitos subletais sobre individuos da espécie

Eisenia andrei, além de alteragdes no fluxo de gases ligados ao efeito estufa, evidenciando um
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efeito prejudicial das cinzas sobre a fauna edafica, embora os testes de toxicidade aguda
indiquem que nao houve interferéncia sobre a sobrevivéncia desses organismos.

Estes resultados indicam que as cinzas coletadas na regido do Pantanal apresentaram um
baixo potencial de toxicidade sobre os anelideos, situagcdo representada pelas baixas taxas de
mortalidade verificadas durante os testes agudos. Cendrio que nao corresponde a alguns valores
apresentados em trabalhos prévios envolvendo a toxicidade desse poluente. A contaminacdo do
solo com cinzas de combustdo, por exemplo, resultou em elevadas taxas de mortalidade em
adultos e juvenis de Eisenia andrei, situagao que os autores apontaram estar correlacionada com
a alteracdo gradativa no pH do solo, devido a presenga das cinzas (Kaplan et al., 1980;
Grumiaux et al., 2007). Contudo, de modo similar ao visualizado no presente trabalho, os
autores também apontaram a ocorréncia de um cendrio no qual houve uma baixa interferéncia
do poluente sobre a sobrevivéncia dos anelideos, nesse caso os individuos foram expostos ao
solo contaminado com cinzas ap6s o pH estar estabilizado (Grumiaux et al., 2007). Resultados
e justificativas semelhantes, também foram expostos no estudo de Blackowicz (2015) para E.
fetida submetida a cinza de gaseificagdo de biomassa industrial. Nesse sentido, a mesma
explicacdao poderia ser aplicada aos resultados obtidos com as cinzas do Pantanal. Assim, a
baixa mortalidade poderia, portanto, estar ligada ao fato de que o pH sofreu pouca flutuacao ao
longo dos experimentos, reduzindo o efeito toxico do poluente.

Ainda, a reduzida mortalidade de Eisenia andrei pode estar vinculada a sua alta
tolerancia ao poluente, além da capacidade das minhocas de acumular elementos toxicos em
formas inertes e eliminar o poluente através da autotomia caudal, comportamento registrado
durante o ensaio agudo aqui executado e que ja havia sido apontado, anteriormente, para E.
andprei e E. fetida (Rodriguez et al., 2013; Kocinski et al., 2016). Esse processo ¢ hipotetizado
como sendo um mecanismo de desintoxicacao, através do qual o poluente ¢ acumulado nos
segmentos caudais do individuo, sendo, posteriormente, expelido no ambiente por meio da
autotomia caudal (Vidal & Horne, 2003; Rodriguez et al., 2013). Situagdo pode justificar o uso
de organismos do género Eisenia como agentes de desintoxicacao e reciclagem do ambiente,
inclusive para o tratamento de solo contaminado com cinzas (Vidal & Horne, 2003;
Sturzenbaum et al., 2012; Suleiman et al., 2017; Mondal et al., 2020). Portanto, esse fato
reforca a necessidade de realizagdo de mais estudos para compreender os mecanismos
envolvidos nesse processo, além da relacdo do mesmo com outras demandas ecoldgicas, como

a magnificagao trofica.
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Ademais, as taxas reduzidas de mortalidade obtidas no teste de toxicidade aguda e as
baixas porcentagens de rejeicdo para algumas concentracdes avaliadas no teste de
comportamento de fuga, fatores responsaveis pela impossibilidade de se calcular a CL50 e a
CES50, podem estar relacionadas com o tempo de armazenamento, a origem e a composi¢ao das
cinzas utilizadas nos ensaios. Tendo em vista que, esses critérios podem influenciar o nivel de
toxicidade do composto, além de estarem ligados a possiveis modificagdes na qualidade do
ambiente (Grumiaux et al., 2007; Rombke et al., 2009; Izquierdo & Querol, 2012; Brito, 2014;
Silva et al., 2015; Brito et al., 2017; Zajac et al., 2018; Harper et al., 2019).

Dessa forma, considerando que as cinzas frescas, normalmente, sdo mais toxicas do que
o material ja envelhecido e que o material utilizado no presente trabalho j4 estava armazenado
em laboratdrio ha algum tempo, ¢ possivel supor que o estagio envelhecido das cinzas coletadas
na Baia Caigara tenha atenuado o efeito toxico do composto (Rombke et al., 2009). Acrescido
a este cendrio estd o fato de que as cinzas utilizadas para o desenvolvimento dos testes com
anelideos foram coletadas em uma Area de Preservacio Permanente (APP), mitigando uma
possivel exposi¢ao a influéncia antropica, situagdo que pode indicar a auséncia ou taxas
reduzidas de componentes potencialmente toxicos para os organismos edaficos (Borges et al.,
2011; Zajac et al., 2018; Harper et al., 2019). Circunstancia corroborada pela analise quimica
das cinzas coletadas em uma area de floresta inundavel poliespecifica em Caceres, que permitiu
identificar e quantificar uma série de componentes presentes na amostra testada.

Tendo sido possivel verificar que elementos como o calcio, o potassio e 0 magnésio
foram pontuados como alguns dos componentes mais abundantes, enquanto o manganés, o
sodio e o zinco apresentaram propor¢des menores. Tal situacdo ja era esperada, uma vez que
estes elementos, normalmente, sdo encontrados conforme este padrao em cinzas de incéndios
florestais (Bodi et al., 2014; Brito, 2014; Silva et al., 2015; Brito et al., 2017; Harper et al.,
2019). Contudo, a amostra analisada contou com concentragdes de aluminio e ferro mais
elevadas do que o habitual (Bodi et al., 2014). Além disso, embora o magnésio, o cdlcio € o
potassio sdo sejam considerados perigosos, elevadas propor¢des destes componentes, em
especial o célcio, podem exercer significativa influéncia sobre a toxidade das cinzas (Brito,
2014; Brito et al., 2017; Harper et al., 2019).

Assim, a composi¢do das cinzas analisadas corrobora o baixo efeito deste componente
sobre a mortalidade de anelideos durante o ensaio agudo. Ainda que elevadas proporcdes de
alguns elementos, como o calcio, também permitam estabelecer uma correlacdo entre tais

concentracgoes e as respostas de fuga observadas. Este cenario pode também ser acrescido pela
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capacidade das minhocas de acumularem alguns dos metais presentes na amostra, como cobre,
chumbo e zinco (Grumiaux et al., 2010). Circunstancia que pode justificar a elevada tolerancia
dos anelideos as cinzas da Baia Caicara, resultando em reduzidos efeitos letais, além de elucidar
alguns dos efeitos subletais verificados, como a ocorréncia de autotomia caudal.

Ainda assim, ndo ¢ possivel descartar completamente a toxicidade das cinzas
provenientes de queimadas na regido do Pantanal. Corroborando um possivel efeito prejudicial
do poluente, os ensaios envolvendo o comportamento de fuga indicaram a rejeigao dos
anelideos a duas concentragdes de cinza testadas, conforme o calculo da porcentagem de fuga.
Sendo possivel enfatizar o solo contendo 2437.5 mg/Kg de cinzas, o qual apresentou a maior
porcentagem média de rejeigcdo e a presenca de anelideos no solo se aproximou do valor limiar
de 20%, estipulado pela ABNT NBR ISO 17512-1:2011, abaixo do qual o solo seria
classificado como tendo sua funcao de habitat limitada, fato que indica certo comprometimento
do solo em questdo. Situagdo acrescida ao se considerar a porcentagem de individuos presente
no solo-teste em cada réplica, evidenciando a existéncia de solos com func¢ao de habitat limitada
nas amostras contendo as quatro maiores concentragdes de cinza. Tal cendrio fica evidente ao
se considerar as respostas significativas, através do Teste Exato de Fisher. Dessa forma, ¢
interessante ressaltar a importancia de se utilizar ambas as anélises, de forma complementar,
para avaliar a ocorréncia de rejei¢dao. Tendo em vista que a aplicacdo de ambos os calculos, no
presente trabalho, permitiu evidenciar a ocorréncia de comportamento de fuga nas quatro
maiores concentragdes de cinzas. Ainda, mesmo para os tratamentos em que foi registrada certa
preferéncia pelo solo-teste ndo € possivel desconsiderar a presenga de substancias quimicas
(ABNT, 2011).

O comportamento de rejei¢do dos anelideos a solos contaminados com cinzas, assim
como visualizado no presente trabalho, ja foi reportado anteriormente. A literatura prévia
aponta a adicao de cinzas volantes no solo como responsavel pelo aumento do comportamento
de evasdo em minhocas da espécie Eisenia fetida, fato que esteve ligado a alteragdes na textura
e composicdo quimica dos solos em decorréncia da aplicagdo de cinzas (Jansch et al., 2005;
Natal da Luz et al., 2008; Lopareva-Pohu et al., 2011; Demuynck et al., 2014). Tais indicios se
assemelham as modificacdes registradas para o solo contaminado com cinzas de Caceres,
podendo justificar o comportamento de fuga apresentado pelos organismos testados, uma vez
que tais alteragcdes podem resultar em redugdes na fung¢do do solo como habitat e na apeténcia
do substrato para os anelideos (Lopareva-Pohu et al., 2011; Demuynck et al., 2014). Dessa

forma, embora o solo do presente estudo nao tenha sofrido altera¢des aparentes, avaliagdes
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detalhadas sobre a composi¢ao quimica e a estrutura do solo se mostram de grande valia para
auxiliar na compreensdo do efeito desse composto sobre o ambiente edafico.

Outrossim, alteracdes nos atributos do solo devido a presenga de cinzas, como redugdo
dos teores de argila, com consequente aumento da concentragdo de silte, e decaimento na
presenca de matéria organica, também foram correlacionadas a possiveis impactos sobre os
individuos, incluindo a observacdao de diferentes padrdes comportamentais e alteragdes
morfologicas similares ao reportado no presente trabalho, evidenciando que os organismos
edaficos apresentaram sensibilidade especifica ao poluente avaliado (Lopareva-Pohu et al.,
2011; Demuynck et al., 2014). Efeitos subletais similares ja haviam sido reportados para
organismos do género Eisenia expostos a agrotoxicos (Chini, 2014; Nunes, 2010). Tais
observagoes, aliadas ao fato de que analises ligadas a variaveis comportamentais, como o teste
de fuga, apresentam maior sensibilidade do que os testes que envolvem a sobrevivéncia dos
individuos, evidenciam a importancia da aplicacdo de avaliagdes envolvendo respostas
comportamentais ¢ morfoldgicas para andlises de risco (Silva & Van Gestel, 2009; Nunes,
2010).

O fato de que o ensaio de comportamento de fuga apresenta maior sensibilidade do que
os testes envolvendo a sobrevivéncia dos individuos se apresenta como um fundamento para a
discrepancia entre os testes aqui realizados (Schaefer, 2003; Silva & Van Gestel, 2009; Nunes,
2010). Uma vez que, embora tenha sido possivel o estabelecimento de similaridades entre os
dois testes aplicados no presente estudo, como a identificagao de aglomerados de anelideos, os
ensaios apresentaram um distinto padrao de resposta acerca da avaliacdo do efeito das cinzas
nos individuos. Essa divergéncia também foi reportada em trabalhos prévios envolvendo
diferentes compostos, nos quais, mesmo nao tendo ocorrido efeitos letais sobre os anelideos
durante as avaliacdes de toxicidade aguda, os testes de comportamento de fuga registraram
elevadas taxas de rejei¢ao (Reinecke et al., 2002; Owojori & Reinecke, 2009; Nunes, 2010;
Chini, 2014). Dessa forma, embora os testes de sobrevivéncia sejam usados em maior
frequéncia, eles se mostram mais indicados para a avaliacdo de solos contaminados com
concentragcdes mais altas, enquanto propor¢des reduzidas do poluente podem ser avaliadas
através de métodos mais sensiveis (Yasmin & D’Souza, 2010). Situacdo que salienta a
problematica do uso exclusivo de avaliagdes de toxicidade para a analise de risco dos poluentes,
além de apontar os testes de rejei¢do como uma ferramenta de triagem inicial, visando analisar
os potenciais impactos de poluentes nos tropicos (Schaefer, 2003; Garcia et al., 2008; Marques

et al., 2009; Owojori & Reinecke, 2009; Silva & Van Gestel, 2009; Nunes, 2010).
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Estas andlises podem, ainda, ser acrescidas por testes de reproducao, considerando que
eles sdo ainda mais sensiveis do que os ensaios de evitamento, sendo apontados como
detentores de uma maior relevancia ecologica (Garcia et al., 2008; Marques et al., 2009;
Owojori & Reinecke, 2009; Silva & Van Gestel, 2009; Nunes, 2010). Tal circunstancia, aliada
aos registros de comportamento de copula e presenca de casulos nos solos contaminados
durante ambos os testes executados, evidencia a necessidade de analises mais detalhadas acerca
dos efeitos fisioldgicos das cinzas sobre os organismos edaficos. Adicionalmente, de maneira
a corroborar esta demanda, alguns autores apontaram a presenca de cinzas como um fator
prejudicial para a reproducdo de Eisenia andrei, tendo sido reportada uma menor produgao de
casulos, auséncia de eclosdo dos mesmos ¢ redu¢ao no niumero de filhotes (Grumiaux et al.,
2007; Grumiaux et al., 2010). Assim, € notoria a importancia de se analisar os efeitos subletais
durante as avaliagdes ecotoxicologicas.

Adicionalmente, a auséncia de uma resposta ligada a curva dose-resposta tradicional no
ensaio de comportamento de fuga, embora desvie da relagdo sigmoidal normalmente
apresentada, ja havia sido reportada em outros trabalhos envolvendo Eisenia andrei (Clotfelter
et al., 2004; Candello, 2014). Situacao que deixa de ser atipica ao se considerar a ocorréncia de
uma subnotificagdo das respostas envolvendo curvas nao lineares, uma vez que estes resultados
contradizem a relacdo padrdo estabelecida pelo dogma toxicologico (Calabrese & Baldwin,
2003; Candello, 2014). Dessa forma, as avaliagdes ecotoxicoldgicas, como a aqui apresentada,
devem também levar em consideragdo a possibilidade de ocorréncia dos efeitos horméticos,
sendo possivel visualizar uma curva dose-resposta com comportamento bifasico (Calabrese &
Baldwin, 2003; Calabrese et al., 2007).

No caso presente, em que foi registrada a ocorréncia de uma curva ndo linear como
resposta de rejei¢do para a contaminagdo do solo com cinzas de Caceres, uma possivel
justificativa esta associada ao movimento coletivo dos anelideos. Explicagao pautada em
postulados prévios, nos quais os autores apresentam a existéncia, em individuos do género
Eisenia, de estruturas sociais auto-organizadas (Zirbes et al., 2012; Demuynck et al., 2014).
Comportamento que poderia influir sobre a resposta dos anelideos quando expostos a um agente
estressor, uma vez que o efeito do poluente sobre o individuo pode ser influenciado pela
presenga de coespecificos (Zirbes et al., 2010; Demuynck et al., 2014). Assim, uma possivel
alternativa ¢ o estabelecimento de testes individuais, seguindo os mesmos parametros
estabelecidos para os testes em grupo, tendo em vista a maior sensibilidade das respostas

individuais do que as de grupo (Demuynck et al., 2014). Além disso, ha de se considerar a
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formagao de aglomerados, comportamento recorrente durante os ensaios de fuga e de toxicidade
aguda aqui executados, como um dos fatores responsdveis pela curva dose-resposta nao
tradicional. Tal reacdo outorga uma maior prote¢ao as minhocas e proporciona um aumento na
taxa de sobrevivéncia, sendo este, portanto, um possivel indicativo de um efeito prejudicial das
cinzas sobre esses organismos (Natal da Luz et al., 2008; Zirbes et al., 2010).

Por fim, além dos efeitos letais e subletais resultantes da presenca de cinzas do Pantanal
no solo, a andlise do fluxo de gases permitiu compreender um pouco mais o impacto desse
composto no ecossistema. Tendo sido possivel perceber que o solo se manteve sempre como
um consumidor de metano, independente do tratamento ou do tempo de exposi¢do as cinzas,
situacdo que pode estar ligada a uma baixa atividade microbiana e a estabilidade do pH do solo
(Klemedtsson et al., 2010). Além disso, a presenca de anelideos nao ter interferido no fluxo
desse gas, resultado este que concorda com o exposto em trabalhos anteriores, segundo os quais
o efeito das minhocas na emissao do metano ainda requer um maior detalhamento, embora estes
organismos ndo gerem alteragdes significativas no fluxo do gas (Bradley et al., 2012; Lubbers
et al.,2013). No que se refere ao ligeiro aumento na emissao de CH4 entre o terceiro e o decimo
terceiro dia de experimento, € possivel que tal circunstancia esteja relacionada a pequenas
flutuacdes de temperatura do ambiente (Klemedtsson et al., 2010).

No que se refere ao fluxo de gés carbonico, a presenga de individuos do género Eisenia
resultou em um aumento de sua emissao, situacdo acrescida pela adi¢do de cinzas ao substrato
avaliado, sendo possivel notar que o composto testado levou o solo da condi¢ao de consumidor
de CO» para a de emissor, conforme o aumento da concentracdo de cinzas. Tais resultados
concordam com analises prévias acerca da interferéncia dos anelideos na emissdo de gases
relacionados ao efeito estufa, tendo sido apontado um aumento na emissdo de didoxido de
carbono na presenca de minhocas (Lubbers ef al., 2013). Em contrapartida, o presente trabalho
permitiu o registro de um decréscimo na liberacdo de didxido de carbono ao longo do
experimento. Resultado similar ao apresentado anteriormente, corroborando o fato de que a
presenga de cinzas no solo, a longo prazo, propicia uma reducdo na emissao de CO2, tendo em
vista que fatores, como o tempo, tem forte influéncia sobre o fluxo desse gas (Klemedtsson et
al., 2010; Lubbers et al., 2013). Fato que, assim como o metano, pode ser justificado pela
reducdo da atividade microbiana no solo devido a presenca de cinzas, especialmente ao se
considerar a presenga de metais na composi¢do do material. Nesse mesmo sentido, a baixa
disponibilidade de carbono no solo, apos os 14 dias de exposi¢do as cinzas, também pode

indicar uma baixa taxa de atividade microbiana, novamente, justificando as modificagdes
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visualizadas nas emissdes de gases relacionados ao efeito estufa (Klemedtsson et al., 2010).
Dessa forma, estudos envolvendo a comunidade microbiana se fazem necessarios para melhor

compreender a dindmica do solo contaminado com cinzas.

2.5. CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados permitiram a identificacdo de possiveis efeitos
importantes das cinzas provenientes de queimadas sobre o ecossistema € 0S organismos
edaficos encontrados nos tropicos, sendo possivel destacar as respostas subletais dos individuos
ao poluente, como modificacdes comportamentais e morfoldgicas, e o impacto do composto
sobre o fluxo de gases ligados ao efeito estufa, proporcionando um aumento na emissdo de
dioxido de carbono na atmosfera. A toxicidade, avaliada em um dos testes do presente estudo,
foi menor do que a averiguada na literatura prévia, fato que, provavelmente, esta ligado a
questdes vinculadas as cinzas, como sua origem, composi¢ao, tempo de armazenamento e
interferéncias nas caracteristicas quimicas do solo, e aos anelideos, os quais apresentam uma
alta tolerancia a alguns compostos em baixas doses € podem armazena-los em formas inertes
nos seus tecidos corporais. Tal caracteristica do género Eisenia evidéncia o potencial desses
organismos para a desintoxicacdo e reciclagem do ambiente, incluindo a revitalizagdo do solo
contaminado com cinzas. Ainda, a observa¢ao da ocorréncia de modificagdes no padrao
comportamental e alteracdes morfoldgicas dos anelideos demonstram a importancia de se
utilizar organismos tolerantes, que permitem melhor compreender o efeito de um potencial
poluente sobre o ambiente e seus organismos.

Os efeitos subletais observados ap6s 14 dias de exposi¢do ao poluente se mostram de
grande valia para uma melhor compreensao do efeito das cinzas sobre os organismos. Nesse
sentido, seria fortuito incluir, futuramente, avaliagdes de reproducdo em anelideos expostos a
cinzas de queimadas, permitindo um melhor entendimento dos impactos desse poluente na
fisiologia dos individuos. Além disso, a realizagao de analises de toxicidade cronica, permitindo
a avaliagdo de impactos a longo prazo, e a exposi¢do dos organismos a concentragdes mais
elevadas de cinzas também poderiam ajudar a elucidar, de maneira mais ampla, os efeitos desse
poluente no ambiente edafico.

O ensaio de comportamento de fuga permitiu a observacao de efeitos subletais sobre o
comportamento de Eisenia andrei quando expostas a cinzas de queimadas. A resposta dos
organismos a presenca do poluente, provavelmente, esteve vinculada a alteracdes na textura e

composi¢ao quimica do solo. Contudo, os resultados do presente trabalho nao dispuseram de
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uma curva dose-resposta tradicional, fato que pode estar ligado a presenca de coespecificos,
interferindo na resposta de um individuo ao agente estressor. Assim, considerando a
importancia dos testes subletais para uma compreensdo inicial dos efeitos de um potencial
poluente, a realizagdo de testes de evitagdo com individuos isolados pode auxiliar na
compreensdo do impacto das cinzas sobre o comportamento dos organismos edéficos, uma vez
que estas avaliacdes dispdem de maior sensibilidade.

A observacao do fluxo de gases relacionados ao efeito estufa possibilitou identificar a
influéncia de anelideos e das cinzas de queimadas sobre a emissdo de gases do solo
contaminado. A verificacdo do fluxo de metano apresentou pouca alteragdo, independente da
presenca de minhocas ou da adi¢do de cinzas. Em contrapartida, a emissdo de didxido de
carbono foi acentuada pela presenca de organismos do género Eisenia e apresentou um
crescimento ainda maior conforme houve a adi¢do de cinzas. Embora o fluxo deste géas tenha
sofrido um declinio com o passar dos dias. Assim, fica evidente que a problematica gerada pelas
cinzas ndo se restringe ao ambiente edafico, gerando impactos diretos e indiretos sobre os
demais ecossistemas. Dessa forma, analises do impacto desse poluente sobre outros ambientes
se mostram necessarias. Além disso, estudos envolvendo a relacdo do solo contaminado por
cinzas com o fluxo de outros gases e ao longo de um tempo mais extenso podem auxiliar na

compreensdo dos demais efeitos desse poluente no ecossistema edafico.
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3. CAPITULO 2
AVALIACAO DO IMPACTO DE CINZAS PROVENIENTES DE INCENDIOS
FLORESTAIS EM ZONAS UMIDAS TROPICAIS SOBRE OS CORPOS HIDRICOS

3.1. INTRODUCAO

A contaminagdo dos recursos hidricos em decorréncia de atividades antropicas € uma
situagdo que estd presente a geragdes, embora sO tenha atraido atengao apds os ecossistemas
aquaticos atingirem um limite, se tornando perceptivel os impactos gerados sobre o ambiente e
os seus organismos (Freire et al., 2008). Contudo, mesmo que estes impactos tenham se tornado
uma pauta de interesse global, a agdo humana sobre o ambiente aquatico, junto a consequente
contaminag¢ao dos recursos hidricos, tem se mostrado uma problematica crescente nos ultimos
anos (Shahidul Islam & Tanaka, 2004; Freire et al., 2008).

Esta questdo se intensifica ao considerar que o ambiente aquatico ¢ extremamente
complexo e diverso, compreendendo uma diversidade de tipos de ecossistemas e sendo o
resultado das interagdes entre os componentes bidticos e abidticos presentes. Assim, a presenga
de poluentes nos ecossistemas aquaticos pode promover distintos graus de impacto, variando
conforme as caracteristicas do poluente e as propriedades do ambiente (Rand et al., 1995 apud
Costa et al., 2008). Dessa forma, a emissdo de poluentes pode acarretar questdes como:
alteragdes na qualidade da agua; impacto na biodiversidade; e ocorréncia de biomagnificagdo
entre os niveis troéficos. Promovendo, portanto, impactos nao s6 em nivel local, mas podendo
também atingir areas mais distantes (Sarkar et al., 2006; Freire et al., 2008).

Dentre os poluentes passiveis de serem encontrados no ambiente, ¢ possivel elencar as
cinzas como uma problematica atual, tendo em vista que a presenca desse poluente em
diferentes ecossistemas tem sido reportada com cada vez mais frequéncia. Fato que,
provavelmente, esta relacionado ao aumento de casos de queimadas ao longo do globo, sendo
possivel ainda destacar o bioma do Pantanal como um dos locais que mais tem sido atingido
por esta pratica atualmente (Brito, 2014; Silva et al., 2016; Brito et al., 2017; Pinto et al., 2020;
Filho et al., 2021).

Durante os incéndios florestais ocorre a queima de biomassa, processo no qual ha a
formagao de particulas mineralizadas, denominadas cinzas, as quais sao o resultado da mistura
de materiais organicos, que nao foram completamente consumidos pelas chamas, e minerais
inorganicos, que estavam presentes no local em que houve o incéndio. Dessa forma, as cinzas

podem apresentar em sua composi¢ao diferentes elementos, que podem ainda variar em

77



proporcao (Chang et al., 1977; Spencer et al., 2003; Demirbas, 2005; Brito, 2014; Brito et al.,
2017). Assim, essas particulas, atualmente consideradas um residuo solido problematico,
podem gerar uma diversidade de consequéncias quando dispersas no ambiente (Brito, 2014;
Nayak et al., 2015; Brito et al., 2017).

Atualmente, embora ja se saiba que as cinzas podem atingir os corpos hidricos e exercer
distintos niveis de influéncia sobre este recurso, inclusive prejudicando as comunidades
aquaticas e a qualidade da agua, os estudos voltados para a analise dos efeitos das cinzas sobre
os recursos hidricos ainda sdo escassos (Minshall et al., 2001; Scrimgeour et al., 2001; Brito,
2014; Silva et al., 2016; Brito et al., 2017). Por conseguinte, ainda hd muito a se descobrir sobre
os impactos das queimadas sobre o ecossistema hidrico, tanto no que se refere as regides da
Europa, quanto nas areas tropicais do globo (Brito, 2014). Portanto, as presentes lacunas nos
estudos do efeito das cinzas sobre o ecossistema aquatico, somadas a importancia dos recursos
hidricos e o aumento nas porcentagens de liberacdo de cinzas na atmosfera em decorréncia de
incéndios, evidenciam a necessidade de se promover novas avaliagdes acerca do impacto de
particulas mineralizadas sobre a agua (Brito, 2014; Silva ef al., 2016; Brito et al., 2017).

Tendo em vista que a realizagao exclusiva de analises fisico-quimicas ndo demostram
completamente os efeitos do poluente sobre o ecossistema, de modo que ndo representam os
possiveis impactos ambientais gerados pelo poluente, ¢ necessario que sejam estabelecidos
testes complementares que permitam elucidar estes cendrios (Magalhdes & Ferrao Filho, 2008;
Vasconcelos, 2012; Brito, 2014; Brito et al., 2017). Nesse sentido, ao considerar as vantagens
de se utilizar sistemas bioldgicos para a deteccdo de potenciais impactos por poluentes,
atualmente tém sido realizados ensaios ecotoxicologicos visando avaliar a agdo de poluentes
sobre os diferentes ecossistemas aquaticos (Costa et al., 2008; Magalhdes & Ferrao Filho, 2008;
Brito, 2014; Brito et al., 2017).

Os testes ecotoxicologicos utilizam em suas andlises organismos indicadores que, em
decorréncia de seu pequeno limite de tolerancia ecologica, poderdo vir a apresentar diferentes
tipos de reacdo quando em contato com um potencial poluente (Magalhdes & Ferrao Filho,
2008; Brito, 2014; Brito et al., 2017). No caso de ensaios relacionados aos recursos hidricos
sao selecionados diferentes organismos-teste conforme o ecossistema em questao, podendo
utilizar individuos representativos de ambientes dulcicolas, estuarinos ou marinhos
(Vasconcelos, 2012). Assim, ao considerar os diversos critérios a serem pontuados ao

selecionar uma espécie foco pra os ensaios e a dificuldade de se cumprir todos os parametros,
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hoje em dia ha uma variedade de espécies padronizadas que podem ser empregadas nos
diferentes estudos (Magalhdes & Ferrdo Filho, 2008).

Em conformidade com este padrdo, atualmente, os principais métodos de avaliacao
ambiental que envolvem testes de toxicidade aguda utilizam peixes e dafinideos em seus
ensaios (Sandbacka et al., 2000; Magalhdes & Ferrdo Filho, 2008; ABNT, 2016). Estes
microcrustaceos dulcicolas do género Daphnia, conhecidos no popular como pulgas d agua,
sao consumidores primarios e representantes das espécies componentes do zooplancton (Costa
et al., 2008; ABNT, 2016). A utilizacao recorrente dos dafinideos como organismos-teste em
avaliagdes ecotoxicologicas se deve a questdes como: sua ampla distribuicdo no ambiente de
agua doce; seu papel chave nas teias alimentares, sendo uma importante fonte de nutrientes; seu
facil cultivo em sistemas artificiais de laboratorio; seu ciclo de vida relativamente curto; sua
sensibilidade a uma diversidade de poluentes; o fato desses organismos apresentarem
reproducdo assexuada por partenogé€nese, permitindo a manutencdo de uma sensibilidade
constante dos organismos-teste, uma vez que havera a produgdo de individuos idénticos
geneticamente; e seu tamanho reduzido, de maneira a requerer menores volumes de agua de
diluicao e amostras-teste (Beatrici, 2001; Tatarazako et al., 2003; Buratini ef al., 2004; Costa
et al., 2008; Vasconcelos, 2012; Brito, 2014; Brito et al., 2017).

Em vista disso, diversas espécies de dafinideos vem sendo utilizadas em testes
ecotoxicologicos aquaticos, embora a Daphnia magna ainda seja a mais comumente empregada
(Buratini et al., 2004; Silveira, 2007; Costa et al., 2008; Brito, 2014; Brito et al., 2017). A
diferenca bésica entre as espécies desse microcrustaceo € o seu tamanho corporal, caracteristica
que apresenta relativa influéncia sobre a resposta do individuo a toxicidade do poluente (Vesela
& Vijverberg, 2007; Costa et al., 2008; Vasconcelos, 2012). O Brasil, ha alguns anos,
padronizou testes ecotoxicologicos envolvendo um microcrustaceo com comprimento maximo
de 3,5 mm: a espécie exotica Daphnia similis Claus, 1876. Organismo que, embora nao seja
nativo do pais, ¢ facilmente mantido em condi¢des de laboratério e atende os padrdes
estabelecidos para os testes ecotoxicoldgicos (Beatrici, 2001; Buratini et al., 2004; Costa et al.,
2008; Magalhaes & Ferrao Filho, 2008; Vasconcelos, 2012; ABNT, 2016).

Visando a obtencdo de uma ampla coleta de dados, diferentes abordagens
ecotoxicologicas podem ser aplicadas para se avaliar o efeito de um poluente sobre os
dafinideos. Sendo possivel a aplicagdo de testes agudos e/ou cronicos, que diferem em tempo
maximo de duragdo e resposta a ser avaliada (Costa et al., 2008; Magalhaes & Ferrao Filho,

2008; Boufleuer et al., 2016). No caso do teste de toxicidade aguda, o efeito deletério resultante
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da presenca do poluente estudado no ambiente ¢ determinado através da avaliagdo da
quantidade de microcrusticeos imodveis apos um periodo de 48 horas (Costa et al., 2008;
Magalhaes & Ferrao Filho, 2008; Vasconcelos, 2012; ABNT, 2016).

Assim, buscando avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos aquaticos em decorréncia da
presenca de cinzas em areas umidas tropicais, o trabalho em questdo inclui entre seus objetivos
especificos a avaliacdo, através de um teste agudo, da letalidade de cinzas advindas de
queimadas no Pantanal sobre microcrustaceos da espécie Daphnia similis. Tendo por hipdtese
central a ideia de que a presenca de cinzas no ambiente aquatico proporcionaria a ocorréncia de

alteracdes nos parametros hidricos, acarretando em efeitos letais e subletais sobre os dafinideos.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Organismo-teste e meio de cultivo

Os ensaios aplicados com o intuito de avaliar o efeito toxicologico das cinzas no
ecossistema hidrico utilizaram como organismos-teste exemplares neonatos de Daphnia similis,
com idade entre 6h e 24h. Estes individuos foram obtidos, por partenogénese, de fémeas com
idade entre 7 e 28 dias, a partir da segunda postura. A agua aplicada para o cultivo dos
microcrustaceos, assim como para todas as fases experimentais subsequentes, foi preparada
com agua mineral Minalba (Minalba Brasil, Fortaleza, CE, Brasil), em conformidade com as
recomendacdes da Norma NBR 12712:2016 (ABNT, 2016). Os individuos foram mantidos em
recipientes de vidro contendo 300mL de 4agua de cultivo, se estabelecendo uma média de 50
organismos por lote (Figura 20). A repicagem ocorreu semanalmente e a alimentacao dos
microcrustaceos foi baseada em algas da espécie Raphidocelis subcapitata na concentracgao,

aproximada, de 1x10° células.mL".

80



Figura 20: Cultivo de Daphnia similis: Recipiente contendo dafinideos em sistema de cultivo mantido no

Laboratorio de Ecologia Aquatica da Universidade Federal de Juiz de Fora.

3.2.2. Solucio matriz e solugdes-teste

Os testes desenvolvidos com microcrustdceos tiveram por base a aplicacdo de cinzas
provenientes de macrofitas aquaticas (Figura 21), coletadas, com o auxilio de uma colher
previamente descontaminada, nas proximidades do Rio Paraguai, na Estacdo Ecologica de
Taiama, Caceres (16°49°29.8”’S, 57°31°01.9”W), cerca de 1 a 2 meses ap6s o incéndio (Figura
22). Visando remover macroparticulas que poderiam vir a causar injurias aos organismos,
interferindo nas analises, as cinzas foram peneiradas em uma malha de 2 mm e, previamente ao
estabelecimento dos tratamentos a serem aplicados, adicionadas em agua de dilui¢do na
propor¢ao de 50g/L, de maneira a se obter uma solu¢do matriz homogénea (Praharaj, 2002;
Brito, 2014; Silva et al, 2016; Brito et al., 2017, Casteldes, 2019; Harper et a/, 2019; Verma &
Verma, 2019). Essa solu¢ao matriz foi entdo filtrada, para realizar a remocao de particulas
maiores que possam Vir a causar injirias aos organismos (Brito, 2014; Brito et al., 2017).
Adicionalmente, também foi preparada uma solugdo estoque na proporc¢dao de 100g/L (Brito,
2014; Brito et al., 2017; Harper et al., 2019).
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Figura 21: Cinzas coletadas nas proximidades do Rio Paraguai, na Estacdo Ecoldgica de Taiama, Caceres, em

uma area de macrofitas aquaticas.
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Figura 22: Mapa de ocupagdo do Pantanal, incluindo o ponto de amostragem das cinzas de macrofitas utilizadas
para o experimento de toxicidade aguda em dafinideos. Fonte: Elaborado pelo autor.

Inicialmente, os microcrustaceos foram aclimatados em solucdo-controle ¢, ao inicio

das analises, foram entdo distribuidos, aleatoriamente, entre as diferentes solu¢des-teste. A
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avaliag¢do do efeito das cinzas sobre a agua consistiu na realizagcdo de um ensaio de toxicidade
aguda, através da aplicacdo de cinco tratamentos (100%, 50%, 25%, 12,5% e 6,25%)
aliquotados da solu¢ao matriz de cinzas de 50g/L e um tratamento contendo a solugdo estoque
de 100g/L, além do grupo controle, no qual os individuos foram dispostos em agua livre de
cinzas (ABNT, 2016; Casteldes, 2019; Harper et al, 2019).

Todos os tratamentos foram posicionados de maneira aleatéria no ambiente e os
microcrustaceos ndo receberam alimentagao ao longo do experimento, tendo sido mantidos em
recipientes-teste de vidro com capacidade de 25 mL. Por fim, durante toda a fase experimental,
os individuos foram mantidos sob um fotoperiodo de 12h/12h de luz difusa e expostos a uma
temperatura de 25 £ 1°C, de maneira a se aproximar das condi¢des tropicais (Nunes &

Espindola, 2012; Candello, 2014; Miguel, 2016; Segundo, 2018).

3.2.3. Toxicidade aguda

O ensaio de toxicidade aguda foi baseado na Norma NBR 12713 (ABNT, 2016). O
experimento, realizado de forma estatica, consistiu na exposi¢do dos microcrustaceos as
solucdes de diluicdo preparadas com cinzas advindas de queimadas no Pantanal durante um
periodo de 48h. Cada solugdo-teste era composta por um total de 20 mL, de maneira a se
estabelecer uma propor¢do de 2 mL por organismo-teste, uma vez que os recipientes-teste
dispunham, cada um, de 10 individuos. Além disso, cada concentragdo testada e o controle
foram realizados em triplicata (n = 30 individuos/tratamento), assim o ensaio utilizou um total

de 210 organismos-teste (Figura 23).

20 ml |

Figura 23: (A) Desenho esquematico ilustrando o Ensaio de Toxicidade Aguda utilizando microcrustaceos da
espécie Daphnia similis. (B) Imagem de alguns recipientes-teste utilizados para a execugdo das analises. Fonte:

Elaborado pelo autor.
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Apbés a adicdo dos microcrustaceos, os recipientes-teste foram mantidos sem
modifica¢des durante um periodo de 48h. Ao final do qual foi realizada uma contagem do
numero de organismos-teste moveis e imdveis em cada réplica (Figura 24) (Quadro 3).
Adicionalmente, o pH e o oxigénio dissolvido de cada solugdo-teste foram aferidos ao inicio e
ao final do ensaio. Por fim, a validagdo dos testes realizados apenas seria possivel caso, apds o
periodo de exposicao, a porcentagem de organismos iméveis na solugdo-controle fosse igual

ou inferior a 10%.

Adicdo de 10 Avaliacdo da
organismaos mabilidade

==

Figura 24: Esquema representando as etapas executadas durante a realizagédo do Ensaio de Toxicidade Aguda com

microcrustaceos. Fonte: Elaborado pelo autor.

Quadro 3: Resumo do ensaio de toxicidade aguda utilizado na andlise da influéncia das cinzas advindas de

queimadas no Pantanal sobre o ambiente hidrico.

Requisitos do teste Toxicidade aguda
Normas NBR 12713 (2016)
Tipo de ensaio Estatico
Tempo de duragao 48 horas
Organismo-teste Neonatos de Daphnia similis
Numero de individuos por réplica 20
Idade dos neonatos Entre 6 e 24 horas
Agua de diluigio Agua reconstituida
Volume minimo de solugdo-teste por réplica 10 mL
Numero de concentracdes Cinco e o controle
Numero de réplicas Duas
Temperatura 25+£2°C
Luminosidade (fotoperiodo) 12h de luz e 12h de escuro
Alimentagao Nenhuma
Efeito observado Imobilidade
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Fonte: Adaptado de ABNT, 2016.

Adicionalmente, visando avaliar a possivel ocorréncia da ingestdo de cinzas por D.
similis, ao término do periodo experimental os organismos que dispunham de mobilidade foram
verificados em um microscopio Olympus SZ equipado com camera (Canniff & Hoang, 2018;
Renzi et al., 2019). Por fim, também se analisou a composi¢do das cinzas utilizadas para o
estabelecimento das diferentes concentragdes testadas. De modo que, o material foi enviado ao
Laboratdrio de Quimica Instrumental (LQI) ligado ao Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), que realizou a quantificagdo dos metais
presentes na amostra de cinzas por meio de um Espectrofotometro de Absor¢do Atdmica da
Varian (AAS 240 FS). Para o preparo do extrato de cinzas a ser analisado, amostras de 0,5g
foram digeridas em chapa de aquecimento com 10mL de HNO3 e 2mL de H20.. Quando

necessario, os extratos foram submetidos a um processo de diluigao.

3.2.5. Teste de sensibilidade

Visando avaliar a sensibilidade e a qualidade do cultivo de D. similis, foram realizados
5 testes de sensibilidade, utilizando o cloreto de sodio (NaCl), da marca Synth, como substancia
de referéncia, conforme as recomendagdes da Norma NBR 12712:2016 (ABNT, 2016). As
concentragdes a serem testadas foram preparadas através de diluigdes seriadas de uma solucao-
estoque de 6.4 g/L de NaCl, de maneira a se obter as seguintes solugdes-teste: 0.4; 0.8; 1.6; 3.2;
6.4 g/L de NaCl (Figura 25). Adicionalmente, também foi incluido um controle contendo
apenas agua reconstituida. Durante o desenvolvimento dos ensaios, cada frasco contou com a
adi¢ao de 20 mL da solucdo-teste e a presenca de 10 individuos com idade entre 6 e 24 horas
(Segundo, 2018). Os testes ocorreram em um periodo de 48h, ao final do qual foi realizada a
contagem do numero de organismos moveis. Os individuos nao receberam alimentagdo. Os
experimentos foram mantidos a uma temperatura de 25 £+ 1°C, com fotoperiodo de 12h/12h de
luz difusa. Ao inicio dos ensaios foram realizadas aferi¢des acerca do pH, oxigénio dissolvido
e dureza da dgua. Com os dois primeiros parametros sendo verificados novamente ao final do
periodo experimental. Ao final dos ensaios foi possivel o estabelecimento de uma carta-controle

(média £ 2 desvios-padrao).
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Figura 25: Ensaio de sensibilidade com dafinideos (Daphnia similis) submetidos a substincia de referéncia

(NaCl).

3.2.6. Analise estatistica

O calculo de imobilidade dos microcrustaceos por concentracdo no ensaio de toxicidade
aguda, expresso através da Concentragdo Efetiva Mediana (CE50), foi realizado, quando
possivel, por meio de um modelo de regressao ndo linear, de maneira a se aferir a concentracao
de cinzas que causa efeito agudo em 50% dos dafinideos testados, apos transcorridas 48h de
exposic¢ao ao poluente (Costa ef al., 2008; Magalhaes & Ferrao Filho, 2008; Vasconcelos, 2012;
ABNT, 2016). A principio, a normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilks,
se realizando, posteriormente, uma analise de variancia one-way (ANOVA). Para os dados que
ndo apresentavam uma distribuicdo normal, foi utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis, seguindo pelo teste de comparagdes multiplas de Nemenyi, avaliando possiveis
diferengas das médias dos tratamentos em relacdo ao controle. Em contrapartida, os dados
normais foram submetidos ao teste de Tukey. Sempre se considerando o valor de p <0.05 como
significativo. As andlises estatisticas e os graficos foram desenvolvidos utilizando “R version
4.1.1.". Para a elaboragdo da carta-controle foram realizados calculos da média, do desvio

padrdo e do coeficiente de variacdo da CE50 (48h) através do programa Excel (ABNT, 2016).

3.3. RESULTADOS
3.3.1. Teste de sensibilidade

A faixa de sensibilidade de Daphnia similis ao cloreto de sodio (NaCl) compreendeu os
valores entre os limites de 0.911 e 1.701 g/L, tendo valor médio de CE50(48h) igual a 1.31 g/L
(Figura 26). Os testes apresentaram coeficiente de variacdo de 15% e desvio padrdo de 0.198

g/L. Os valores de CE50(48h) obtidos qualificam os lotes de organismos cultivados para o
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desenvolvimento do teste de toxicidade aguda. Os valores de CE50(48h) e os intervalos de

confianga (95%) dos cinco testes de sensibilidade realizados podem ser visualizados na Tabela

10. Durante os ensaios de sensibilidade, o pH nao sofreu modificagdes significativas, enquanto

o oxigénio dissolvido apresentou um aumento médio de 0.45 mg/L (ppm).
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Figura 26: Carta-controle referente a faixa de sensibilidade de Daphnia similis submetidas ao cloreto de sodio

como substancia de referéncia.

Tabela 10: Valores de CE50(48h) e seus respectivos intervalos de confianga referentes aos cinco testes de

sensibilidade realizados com Daphnia similis, tendo como substancia de referéncia o cloreto de sodio.

Ensaio CES50(48h) (g/L) Intervalo de confianca (95%)
1 1.63 1.42 - 1.87
2 1.18 0.944 —1.55
3 1.25 1.04 - 1.56
4 1.34 1.06 — 1.57
5 1.13 0.946 — 1.34

3.3.2. Validacao dos ensaios
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O critério para a validagao do teste de toxicidade aguda com dafinideos foi atendido,
tendo em vista que, apos 48h, a taxa de letalidade dos organismos-teste na amostra controle foi

menor ou igual a 10%, conforme expresso na Tabela 11.

Tabela 11: Quantidade de organismos-teste presentes na amostra controle que apresentaram mobilidade ao final

do ensaio de toxicidade aguda.

Controle 1 Controle 2 Controle 3
Numero de individuos moveis 10 9 9
Letalidade (%) 0 10 10

3.3.3. Teste de Toxicidade Aguda

A presente andlise contou com uma mortalidade média de 100% dos individuos para
todas as concentragdes aplicadas, conforme apresentado na Tabela 12. Desse modo, ndo foi
possivel o estabelecimento de um valor referente a CE50(48h). Ainda, considerando que, ao
final do experimento, todos os organismos-teste estavam imdveis, ndo foi possivel avaliar a

ingestao de cinzas pelos dafinideos.

Tabela 12: Resultado do Teste de Toxicidade Aguda em organismos, da espécie Daphnia similis, expostos a agua
contendo distintas concentragdes de cinzas advindas de queimadas no Pantanal: Numero de individuos moéveis ¢

taxa média de mortalidade (n = 3).

Resultados (Apos 48h) N° de individuos mdveis Taxa de mortalidade (%)
Concentracio testada Oh 48h Ao final
3.125 g/L 30 0 100
6.25 g/L 30 0 100
12.5 g/L 30 0 100
25 g/L 30 0 100
50 g/L 30 0 100
100 g/L 30 0 100

Ao verificar o potencial hidrogenionico (pH) e o nivel de oxigénio dissolvido nos
frascos contendo diferentes concentragdes de cinzas, foi possivel identificar alteragdes nesses
padrdes ap6s as 48h do experimento. Tendo sido reportado um aumento significativo no pH

para todas as amostras e uma queda expressiva no oxigénio dissolvido ao final dos ensaios, esta
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ultima variavel se mostrou intimamente correlacionada com o acréscimo de cinzas ao

tratamento (Tabela 13).

Tabela 13: Aspectos da qualidade da agua acrescida de diferentes concentragdes de cinzas coletadas em area de
macrofita no Pantanal. As andlises foram realizadas no momento do estabelecimento do Ensaio de Toxicidade

Aguda com Daphnia similis e ap0s transcorridas 48h (n = 3).

Qualidade da agua pH Oxigénio dissolvido (mg/L ppm)
Concentracao testada Oh 48h Oh 48h
0 7.6 8.2 8.34 7.60
3.125 g/L 7.3 9.2 8.52 5.95
6.25 g/L 7.2 10.2 8.45 4.75
12.5 g/L 7.4 10.2 8.51 3.03
25 g/L 7.1 10.8 8.52 1.27
50 g/L 7.6 10.2 8.58 0.28
100 g/L 7.5 10 8.64 0.13

3.3.4. Analise quimica das cinzas

Ao verificar os elementos presentes no extrato de cinzas de macroéfitas aquaticas, coletadas em
Caceres, foi possivel perceber que os niveis mais elevados de metal foram, respectivamente, os
do Potassio (69,8 + 3 g Kg™!), Ferro (45,9 + 2 g Kg™!), Célcio (39,1 + 6 g Kg'!), Magnésio (15,4
+3 g Kg'!), Aluminio (13,7 + 0,8 g Kg'!') e Manganés (3,52 + 0,07 g Kg'!) (Tabela 14).

Tabela 14: Concentragdo dos elementos nos extratos de cinzas de macrofitas aquaticas na regido do Pantanal.

Elementos (g Kg) Cinza
Sédio (Na) 0,882 + 0,03
Magnésio (Mg) 154+3
Aluminio (Al) 13,7+0,8
Potéssio (K) 69,8 +3
Célcio (Ca) 39,1+6
Manganés (Mn) 3,52 +0,07
Ferro (Fe) 459+2
Niquel (Ni) 0,0254 + 0,0008
Zinco (Zn) 0,594 £ 0,03
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Chumbo (Pb) 0,0766 + 0,002
Cobre (Cu) 0,0493 + 0,001

3.4. DISCUSSAO

Atualmente, existem poucas informagdes acerca dos impactos gerados pela presenca de
cinzas em corpos hidricos nos ambientes tropicais. Problematica que se intensifica, atualmente,
ao considerar o aumento da liberacdo desse poluente nos tropicos, em decorréncia dos
recorrentes casos de incéndios florestais. Tais fatores evidenciam a necessidade crescente de
melhor compreender as implicagdes da presenca desse composto nos ecossistemas tropicais
(Minshall et al., 2001; Scrimgeour et al., 2001; Nunes, 2010; Brito, 2014; Silva et al., 2016;
Brito et al., 2017; Pinto et al., 2020). Neste cenario, os testes ecotoxicologicos aquaticos vem
apresentando relativo destaque, ajudando a elucidar o efeito das cinzas sobre os organismos,
tendo em vista o potencial impacto deste poluente sobre as comunidades aquaticas e a qualidade
da 4gua (Minshall e al., 2001; Scrimgeour ef al., 2001; Magalhaes & Ferrao Filho, 2008; Nayak
et al., 2015; Silva et al., 2016; Brito et al., 2017). O desenvolvimento de tais testes tem,
comumente, empregado dafinideos, tendo em vista que estes organismos sao sensiveis a uma
variedade de poluentes (Beatrici, 2001; Tatarazako et al., 2003; Buratini et al., 2004; Costa et
al., 2008; Vasconcelos, 2012; Brito, 2014; Brito et al., 2017). Nesse sentido, o presente estudo,
permitiu a identificagao de efeitos letais sobre individuos da espécie Daphnia similis expostas
a cinzas coletadas no Pantanal, evidenciando seu efeito prejudicial sobre a fauna aquética.

Os resultados obtidos nos ensaios de sensibilidade estavam dentro da faixa de
sensibilidade. Além disso, os valores encontrados se mostraram similares as CES50(48h)
apresentadas por outros autores previamente, que se utilizaram de condi¢des semelhantes as do
presente trabalho (Coelho, 2006; Lameira, 2008; Nobre, 2015; Maziero et al., 2016; Segundo,
2018). Dessa forma, os organismos-teste foram classificados como aptos para serem aplicados
nos testes de toxicidade aguda, permitindo a obtenc¢do de resultados confidveis.

A mortalidade extremamente elevada para todos os testes de toxicidade aguda,
circunstancia que inviabilizou o calculo da CE50(48h), pode estar vinculada a duas questoes: a
composicdo quimica das cinzas utilizadas para o estabelecimento das concentracdes e a
ocorréncia de modificagdes na qualidade da dgua apods a exposi¢ao ao material poluente por
48h. Sendo que, estd Ultima pode sofrer influéncia dos diversos componentes presentes nas

cinzas utilizadas.
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O primeiro ponto esta relacionado ao fato de que ¢ de extrema importancia se considerar
o0 tipo e a composi¢do das cinzas aplicadas, além da consequente origem do material, uma vez
que tais fatores se encontram diretamente ligados ao nivel de toxicidade do poluente sobre as
diferentes espécies de cladoceros (Brito, 2014; Silva et al., 2015; Brito et al., 2017; Zajac et al.,
2018; Harper et al., 2019). Nesse sentido, a analise dos componentes quimicos das cinzas de
macrofitas, que se mostraram similares ao apresentado em estudos anteriores, possibilita
apontar a composi¢cao do material testado como uma das justificativas para a mortalidade total
de Daphnia similis no ensaio agudo. Tendo em vista que alguns elementos, ao se apresentarem
em niveis elevados, podem representar um problema para o sistema hidrico (Brito, 2014; Silva
et al., 2015; Brito et al., 2017; Harper et al., 2019). Este € o caso, por exemplo, do sodio, do
calcio e do magnésio, aqui reportados em grandes concentragdes. O calcio, inclusive, ¢
apontado como tendo uma significativa influéncia sobre a toxicidade das cinzas, além de ja ter
sido elencado como um dos principais elementos responsaveis por efeitos toxicos deste
poluente sobre crustaceos (Stiernstrom et al., 2013; Brito, 2014; Brito et al., 2017; Harper et
al., 2019).

Ademais, entre os componentes registrados nas cinzas analisadas, ¢ possivel notar
valores representativos de manganés e zinco. De modo que, considerando que estes dois
elementos ja foram apontados como potencialmente toxicos, € possivel que a concentragdo
visualizada tenha excedido o nivel de tolerancia dos microcrustaceos (Stiernstrom et al., 2013;
Silva et al., 2015; Harper et al., 2019). Ainda, hd de considerar a elevada concentracdo de
potassio na composicao do material, uma vez que este elemento, em altas propor¢des, pode ser
um indicio de contaminagdo e ocasionar efeitos prejudiciais sobre os organismos, fato que pode
justificar a toxicidade das cinzas sobre os dafinideos (Brito, 2014; Brito et al., 2017; Casteldes,
2019). Por fim, a elevada concentracao de aluminio na amostra de cinza, somada a presenga de
cobre, niquel e chumbo, também se apresenta como um indicativo de toxicidade do material,
fundamentando a mortalidade observada nos testes com microcrustaceos (Stiernstrom et al.,
2013; Harper et al., 2019).

Adicionalmente, a avaliagdo da qualidade da agua apds a exposicao as diferentes
concentragdes de cinzas também levanta a possibilidade de que alteragdes nas caracteristicas
do ambiente, devido a presenca do poluente, possam ter resultado nas taxas de mortalidade
visualizadas. Tal cenario se deve ao fato de que os dafinideos sdo organismos sensiveis a
modificagdes ambientais (Brito, 2014; Brito et al., 2017). Este dado, somado ao aumento de pH

e o declinio na presenca de oxigénio dissolvido em todas as amostras contendo cinzas de
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macrofitas, pode indicar que a elevada taxa de individuos imoveis nas amostras estd relacionada
com a alteragdo destes dois parametros. Situa¢ao similar havia sido reportada anteriormente por
Brito (2014), segundo o qual a aplicagdo de cinzas coletadas ap6s queimadas no Cerrado
também teria resultado em valores elevados de pH e queda no oxigénio dissolvido, tendo, ainda,
registrado uma alta toxicidade do poluente para Ceriodaphnia dubia. Adicionalmente, o
aumento do pH, devido a polui¢do da agua por cinzas de queimadas no hemisfério norte, foi
apontado por Harper et al. (2019), causando elevadas taxas de mortalidade em Daphnia magna.
Tais circunstancias evidenciam a importancia da realizacao de analises secundarias acerca do
efeito das cinzas sobre a qualidade do ambiente hidrico, sendo fortuita a aplicagdo de novas

avaliagdes envolvendo distintos parametros.

3.5. CONCLUSAO

Os resultados referentes as analises aqui realizadas permitiram evidenciar a ocorréncia
de efeitos prejudiciais das cinzas, provenientes de queimadas, sobre o ecossistema aquatico e
os organismos das regides tropicais. Tendo sido registradas elevadas taxas de mortalidade de
dafinideos para todas as concentragdes testadas, além de mudangas na qualidade da agua
conforme as amostras eram acrescidas de cinzas. Assim, a toxicidade do composto avaliado vai
de encontro a dados reportados pela literatura prévia, podendo ser justificada pela alta
sensibilidade dos microcrustaceos utilizados. Além disso, o cendrio visualizado também pode
ser vinculado ao poluente testado. De modo que, o tipo € a composi¢ao do material sdo pontos
de grande influéncia sobre sua toxicidade, podendo acarretar modificacdes na qualidade do
ambiente e, consequentemente, afetar a sobrevivéncia dos organismos presentes.

Considerando tais circunstancias, ¢ de grande valia a realizagdo de analises mais
detalhadas acerca do efeito das cinzas sobre a qualidade do ambiente hidrico, sendo fortuita a
avaliacdo do impacto deste poluente sobre outros parametros ambientais. Ainda, tais analises
podem ser acrescidas por verificagdes a longo prazo e pela aplicagdo de novos testes utilizando

organismos de outros niveis troficos.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

As avaliagdes dispostas no presente trabalho permitiram compreender um pouco melhor
o efeito da degradagdo de cinzas provenientes de queimadas sobre areas imidas tropicais. Foi
possivel verificar o impacto deste poluente sobre dois ambientes. A resposta dos organismos
edaficos utilizados em comparagdo com os microcrusticeos dulcicolas mostraram que estes
ultimos dispdem de maior sensibilidade ao poluente aplicado, com sua aplicagdo sendo de
grande valia para avaliagdes envolvendo as cinzas. Adicionalmente, mesmo que os anelideos
tenham se mostrado mais tolerantes ao composto utilizado, sua aplicagdo em alguns dos testes
foi fortuita para elucidar efeitos secundérios, incluindo varidveis comportamentais e
morfolégicas, das cinzas de queimadas.

Ademais, as avaliagoes fisico-quimicas do solo e da dgua apds a exposicao as cinzas do
Pantanal permitiram identificar a ocorréncia de alteracdes em alguns parametros ambientais,
circunstancia que pode acarretar em uma diversidade de impactos secundarios sobre o
ecossistema. Tais modificagdes podem estar vinculadas aos elementos componentes das cinzas
utilizadas, critério que, por sua vez, também apresentou discrepancias conforme a origem do
poluente. Ainda, as andlises ligadas a emissdo de gases vinculados ao efeito estufa
possibilitaram a identificagdo de alteracdes na condi¢do do solo, que, embora se mantenha como
um consumidor de metano, passa a apresentar a condi¢ao de emissor de diéxido de carbono.

A realizag¢ao de mais estudos a respeito do impacto das cinzas produzidas por incéndios
florestais sobre o ecossistema, especialmente ensaios cronicos e avaliagdes envolvendo novos
parametros ambientais, se fazem necessarios. Somente com estes testes cronicos teremos uma
melhor compreensdo do cenario atual, com ocorréncia mais frequente de de queimadas, ¢ a
consequente liberacdo de cinzas, e poderemos buscar medidas de mitigagdo dos efeitos. Os
resultados aqui apresentados contribuem para suprir a completa escassez de informagdes

ecotoxicologicas acerca dos efeitos das cinzas nas regides tropicais.
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