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Resumo

O presente estudo avaliou os efeitos toxicos, letais e sub-letais sobre 0s organismos terrestres
Eisenia andrei (minhoca vermelha da Califérnia) e sementes de Lactuca sativa (alface),
expostos a solugdes sintéticas de lantanio (La3") e samario (Sm?"), dois elementos de terras raras
(ETR). Foram realizados bioensaios ecotoxicolégicos agudo e de fuga com E. andrei e
brotamento com sementes de L. sativa. A CE50 = 1328,29 (IC95% 1285,98 — 1372,00) foi
obtida no ensaio agudo de E. andrei com lantanio. No ensaio de fuga com lantanio, mais de
77% dos individuos fugiram para o solo controle. O pH no final do ensaio ficou abaixo de 4,84,
0 que pode ter provocado uma maior fuga dos individuos testados. Nos ensaios de brotamento
com L. sativa com samario a CE50 = 256,12 mg/kg (1C95% 217,09 — 302,17) e a com lantanio
CE50 145,59mg/kg (1C95% 138,38 — 153,17), indicando que lantanio é mais toxico que
samario. Novos ensaios serdo realizados para avaliagdo dos ETRs individualmente e em
misturas.
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Abstract

The present study evaluated the ecotoxicity, lethal and sublethal effects on the terrestrial
organisms Eisenia andrei (red earthworm) and seeds’ emergence of Lactuca sativa (lettuce),
exposed to synthetic solutions of lanthanum (La®") and samarium (Sm?"), two rare earth
elements (REE). Acute and avoidance ecotoxicological tests were performed with E. andrei and
emergence of L. sativa seeds. EC50 = 1328.29 (IC95% 1285.98 — 1372.00) was obtained in the
acute test of E. andrei with lanthanum. In the lanthanum avoidance test, more than 77% of the
individuals chose the control soil instead of test soils. The pH at the end of the test was below
4.84, which may have caused a greater avoidance behavior of the test organisms. In the
emergence seedlings test with samarium L. sativa EC50= 256.12mg/kg (CI95% 217,09 —
302,17) was less toxic than lanthanum EC50 = 145.59 mg/kg (CI195% 138, 38 — 153, 17). New
tests will be performed for the evaluation of individually REE, and in mixtures.
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1. INTRODUCAO

O grupo dos lantanideos ou lantanoides é composto de 15 elementos quimicos, que apresentam
propriedades quimicas e fisicas bem semelhantes (MARTINS; ISOLANI, 2005). Juntamente
com itrio e escandio sdo conhecidos como elementos de terras raras (ETR) e formam parte do
grupo 6 da Tabela Periodica. Podem ser encontrados em toda crosta terrestre e em quase todas
as formacdes rochosas macicas, sdo mais abundantes do que elementos como a prata, ouro e 0s
metais do grupo platina. No entanto sua purificagdo é mais dificil. Com base na configuracao
eletronica, eles podem ser divididos em: leves, de lantanio a eurdpio, que sdo considerados mais
solliveis em &gua e pesados, de gadolinio a lutécio, considerados menos sollveis em agua
(SNELLER et al.,, 2000 apud GONZALEZ et al., 2014). A partir da década de 1970 os
elementos de terras raras tiveram aumento no valor agregado, o que permitiu o desenvolvimento
de seu atual uso (SOUZA FILHO; SERRA, 2014), como por exemplo, utilizagéo na agricultura,
na producgdo de energia renovavel, metalurgia, fabricacdo de produtos de tecnologia de ponta,
podendo inclusive, atuar em sistemas bioldgicos (MARTINS; ISOLANI, 2005).

O Japao e os Estados Unidos sdo os maiores consumidores mundiais de ETRs. Além da China,
outros paises como o Brasil, india, Australia e Malasia vém atuando na extracdo destes
elementos (LOUREIRO; SANTOS, 2013). Tendo em vista a crescente utilizacdo dos ETRs é de
suma importdncia atentar-se ao descarte, pois se realizado de maneira inadequada, pode
acarretar na bioaconcentracdo nos ecossistemas terrestres e aquaticos.

A Ecotoxicologia foi definida por Truhaut (1977) como “o ramo da Toxicologia que estuda os
efeitos tdxicos das substancias naturais e artificiais, sobre 0s organismos vivos que constituem a
biosfera”. Para a realizagdo destes estudos, sdo aplicados bioensaios de toxicidade, padronizados
nacional e internacionalmente, com o uso de bioindicadores (COSTA et al., 2008), no intuito de
compreender o tipo e intensidade dos efeitos causados pela amostra ou substancia em questdo,
sobre o organismo bioindicador estudado. Ainda existem poucas informacdes a respeito dos
efeitos toxicos de ETRs sobre a biota, aumentando assim a necessidade do desenvolvimento de
pesquisas visando um melhor entendimento a respeito do tema e a prevengdo dos riscos
associados a sua disposicao.

2. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos toxicos, letais e sub-letais (perda de peso) de solugdes sintéticas de lantanio
(La%") e samario (Sm?"), dois elementos de terras raras, sobre os organismos terrestres Eisenia
andrei (minhoca vermelha da Califérnia) cultivados no LECOMIN/COPMA/CETEM e
brotamento de sementes de Lactuca sativa (alface).

3. METODOLOGIA

O cultivo e os ensaios com o oligoqueta Eisenia andrei seguiram as normas ABNT— NBR
15537 (2014) e ASTM E1676 (2012). Os organismos foram cultivados, em esterco curado,
trocado a cada 30 dias.

Inicialmente foram realizados ensaios preliminares com o intuido de compreender o
comportamento do pH nas amostras-teste ao longo do tempo. Estes ensaios foram realizados nas
mesmas condi¢bes dos ensaios agudo, em solo artificial tropical (SAT) em lotes de 600 g
(ASTM, 2012) dopados com solugfes sintéticas de diferentes concentragcbes dos ETRs,
preparadas a partir dos 6xidos de lantanio (La*") e samério (Sm*") solubilizados com écido
nitrico (HNO,).

Para a realizacdo dos ensaios agudo e de fuga, foram utilizados organismos adultos, com clitelo
bem desenvolvido, e massa individual entre 300 mg e 600 mg. No dia zero (T0) antes do inicio
do ensaio as minhocas foram retiradas do cultivo, lavadas em &gua deionizada, secas com folhas
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de papel absorvente e pesadas individualmente, em seguida foram separadas em lotes de 10
organismos de massa semelhante distribuidos em caixas forradas com papel umedecido com
agua deionizada totalizando 180 organismos/ensaio, deixadas 24h para que seu contetdo
intestinal fosse eliminado. Ainda no TO, o SAT foi umedecido com as solucdes-teste e 0
controle com agua deionizada em volume equivalente a 40% da Capacidade Maxima de
Retengdo de Agua (CMRA) (ISO, 2005) e deixados em repouso por 24 h para que as amostras
estabilizassem.

No dia 1 do ensaio (T1) foram medidos o pH de todas as concentracBGes-teste e controle, em
agua deionizada (1:2,5), sendo que o do controle deveria estar entre 6,0 + 0,5. Os lotes das
concentragdes-teste e do controle foram divididos em trés réplicas de 200 g (agudo) ou 1500 g
(fuga), e dispostas em béqueres de vidro de 600 mL, nos ensaios agudos, e em recipientes
plésticos de 2,5L, nos ensaios de fuga. A distribuicdo dos grupos de minhocas por
concentracdes-teste e controle foi realizado de forma aleatéria, através de sorteio.
Cuidadosamente as minhocas foram depositadas sobre a superficie da amostra, e o0 recipiente
teste devidamente fechado, certificando-se que ha uma boa troca de ar.

No ensaio agudo, cada béquer foi coberto com filme plastico, preso com elastico e pequenos
furos foram feitos para possibilitar a troca de ar. Todo o conjunto foi pesado, visando a
reposi¢do semanal de umidade por comparagéo de pesos. Os ensaios tiveram duragdo de 14 dias
e foram mantidos a temperatura de 21 + 2 °C e fotoperiodo de 16h:8h claro:escuro. Apds os 14
dias as réplicas foram vertidas em bandejas e as minhocas sobreviventes foram contadas e
pesadas, por réplica. O ensaio ¢ considerado valido se a mortalidade no controle for < 10%.

No ensaio de fuga é avaliada a qualidade do solo como habitat e os efeitos dos ETRS no
comportamento das oligoquetas. O TO do ensaio foi realizado conforme descrito acima em
relacio a separacdo das minhocas. Neste ensaio 0S organismos-teste sd0 expostos
concomitantemente ao solo-teste e ao solo controle nos recipientes-teste e no duplo controle ao
solo controle em ambos os lados. Na montagem dos recipientes-teste um divisor foi introduzido
verticalmente para dividir o recipiente em duas sessfes iguais, um lado foi preenchido com o
solo controle e a outra metade com o solo-teste. Ap6s, o divisor foi removido e 10 minhocas
foram colocadas na linha de separacédo entre os diferentes solos testados. O ensaio teve duracdo
de 48 h, a temperatura de 21 + 2 °C e fotoperiodo de 16h:8h claro: escuro. Apés esse periodo o
numero de minhocas vivas em cada sessao/réplica foi contabilizado e o ensaio foi considerado
valido se a média de oligoquetas encontradas em cada compartimento no duplo controle
estivesse na faixa de 60 — 40%.

Os ensaios realizados com sementes de Lactuca sativa seguiram a norma ISO 17126 (2005),
que consiste na observacdo do brotamento de 40 sementes, dispostas em recipientes plésticos de
15 cm de didmetro contendo 100 g de areia fina (meio de crescimento com 0,4 a 0,8 mm de
granulometria) sobre a qual foram dispostas as sementes que em seguida foram cobertas com 90
g de areia grossa (material de cobertura com 0,8 a 1,4 mm de granulometria). Este conjunto foi
umedecido com cinco diferentes solugdes-teste e o controle apenas com &gua deionizada. Foram
montadas trés réplicas por concentracdo-teste e controle, cada uma foi envolvida por sacos
plasticos repletos de ar ambiente e fechados para evitar o escape da umidade. O ensaio teve
duracdo de sete dias, em Cémara de Germinacdo a 21°C com fotoperiodo de 16h: 8h claro:
escuro, sendo que os dois primeiros dias o ensaio foi mantido no escuro.

Diariamente o ar dos sacos foi trocado e as réplicas reposicionadas aleatoriamente dentro da
Camara de Germinagdo. Apds os sete dias foram contabilizadas e pesadas as sementes
germinadas por concentracdo-teste e controle. O ensaio foi considerado valido se o brotamento
das sementes no controle for > 80%.

As analises estatisticas descritivas, concentracdes letais medianas (CL50) e concentracdes
efetivas medianas (CE50) foram calculadas nos programas, Excel 2010 e Trimmed Spearman-
Karber, respectivamente.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio preliminar de pH com concentracfes de zero (controle) a 1000 mg/kg de ETR o pH
inicial da solugdo-estoque foi de 2,84. Apds a diluicdo com &gua deionizada para o obtencéo das
concentracdes-teste o pH foi para 5,07 no controle e 3,16 na maior concentra¢do de ETR. Apo6s
a dopagem do SAT o pH inicial foi alterado para 5,66 a 4,27, no controle e na maior
concentracdo, respectivamente. Ap6s 10 dias o pH medido foi de 5,91 — 4,65. No dia 15 os
valores de pH estavam entre 7,41 a 5,56, ja no dia 20 o pH variou de 7 a 7,5 demonstrando que
0 SAT dopado teve seu pH anteriormente acido, aumentado até a neutralidade no decorrer do
tempo nestas concentra¢des-teste.

As concentragOes-teste utilizadas no ensaio agudo de E. andrei com lantanio foram: 0 mg/kg,
1000 mg/kg, 1250 mg/kg, 1500 mg/kg, 1750 mg/kg e 2000 mg/kg. Foi observado efeito toxico
agudo a partir de 1500 mg/kg, com CE50 = 1328,29 mg/kg (1C95% 1285,98 — 1372,00). O pH
inicial variou de 8,04 no controle a 5,21 na maior concentracéo e o pH final variou de 8,84 no
controle e 6,47 na concentracdo de 1500 mg/kg.

Para 0 ensaio com samario foram utilizadas as concentragdes-teste: 0 mg/kg, 1000 mg/kg, 1100
mg/kg, 1200 mg/kg, 1300 mg/kg e 1400 mg/kg, porém néo foi observado efeito toxico agudo.
Novo ensaio vai ser realizado com maiores concentragdes-teste.

No ensaio de fuga acima de 77% dos organismos-teste fugiram para o solo-controle. Este
comportamento pode ter sido influenciado pelo baixo pH observado nas concentragdes-teste
com médias de 4,88. Essa observacao sugere que a dopagem do SAT com o lantanio tornou esse
solo um habitat limitado para a sobrevivéncia das oligoquetas, causando efeitos
comportamentais de fuga.

Para 0 ensaios de brotamento de sementes de alface (L. sativa) foram utilizadas as
concentragdes-teste de lantanio: 0 mg/kg, 100 mg/kg, 125 mg/kg, 150 mg/kg, 175 mg/kg e 200
mg/kg e nos de samario: 0 mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg, 300 mg/kg, 400 mg/kg e 500 mg/Kkg.
A CE50 de lanténio foi 145,59 mg/kg (1C95% 138,38 — 153,17) e a de samario 256,12 mg/kg
(1C95% 217,09 — 302,17). Lanténio foi mais toxico do que samério sugerindo que as solucdes
sintéticas dos dois ETRs inibem o brotamento e crescimento da semente de alface.

4, CONCLUSOES

Nos ensaios com lantanio e samario com brotamento de sementes de alface, lantanio foi o
elemento mais toxico. A mudanca dos valores de pH de acido para neutro quando em contato
com o SAT ap6s 20 dias indica que um intervalo maior de tempo entre dopagem e inicio do
ensaio deve ser adotado para amostras sélidas quando a substancia-teste sdo ETRs. Ensaios
futuros com samario e misturas dos dois ETRs serdo realizados, para melhor compreendermos
os efeitos destes elementos sobre a biota terrestre em estudo.
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