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Resumo - O crescente desenvolvimento agrícola tem resultado em problemas ambientais decorrentes da geração de 
resíduos contendo elementos tóxicos e algumas práticas agrícolas inadequadas podem desencadear o acumulo de cobre 
(Cu) no solo. O objetivo do trabalho é avaliar os efeitos da calagem na toxicidade do Cu, sobre a germinação de plantas 
e na biota do solo. Foram realizados testes ecotoxicológicos de germinação de sementes, as quais foram utilizadas as 
espécies Avena sativa e Vicia villosa, e teste de fuga com organismos teste da espécie Enchytraeus crypticus, ambos os ensaios 
foram realizados em Latossolo Vermelho distrófico (LVd) e Neossolo Quartzarênico órtico típico (RQo). Os 
tratamentos consistiram em doses crescentes de sulfato de cobre (CuSO4), sendo 0; 10, 40, 80, 160 e 320 mg kg-1, em 
solo com pH corrigido e não corrigido. A exposição de sementes de A. sativa e V. villosa a doses crescentes de CuSO4 
não expressou efeito tóxico na taxa de germinação (P>0,05), em ambos os solos, independente da correção do pH. 
Foi observado fuga significativa para o LVd, já na primeira dose avaliada e para o RQo também foi observada fuga 
significativa, no entanto, com variação das doses de acordo com a correção do pH. Deste modo a contaminação de 
diferentes tipos de solos naturais com CuSO4 não afeta a taxa de germinação das sementes A. sativa e V. villosa, mas 
para enquitreídeos E. crypticus houve fuga em ambos os solos avaliados (LVd e RQo), indicando que oligoquetas são 
capazes de detectar e evitar solos contaminados com Cu. 

 

Palavras-chave - ecotoxicologia, produção animal, manejo do solo, metal pesado. 

 

Abstract - The growing agricultural development has resulted in environmental problems of the generation of waste 
containing toxic elements and some inadequate agricultural practices can trigger copper (Cu) accumulation in the soil. 
The aim is to evaluate the effects of liming on copper toxicity, on the germination of plants and soil biota. 
Ecotoxicological tests of seed germination were performed, which were used species Avena sativa and Vicia villosa, and 
avoidance test organisms test species Enchytraeus crypticus, both tests were performed in Oxisol (LVd) and Entisol 
(RQo). The treatments consisted of increasing doses of copper sulfate (CuSO4), and 0; 10, 40, 80, 160 and 320 mg kg-

1 in soil pH corrected and uncorrected. The seeds of exposure A. sativa and V. villosa to increasing doses of CuSO4 
expressed no toxic effect on the germination rate (P> 0.05) in both soils, regardless of pH correction. Significant 
avoidance was observed for LVd on the first dose and evaluated for significant avoidance RQo was also observed, 
however, with a range of doses according to the pH adjustment. Thus contamination of different types of natural soil 
with CuSO4 does not affect seed germination rate A. sativa and V. villosa, but leakage was enchytraeids E. crypticus 
evaluated in both soils (LVD and RQo), indicating that earthworms are able to detect and prevent soil contaminated 
with Cu. 

 
Keywords - ecotoxicology, animal production, soil management, heavy metal 

 
INTRODUÇÃO 
 

O cobre (Cu) é um micronutriente essencial e 
possui função relacionada ao crescimento das plantas, 
além de fazer parte estrutural de algumas enzimas (AN, 
2005), no entanto, quando em quantidades elevadas no 
solo esse componente, considerado metal pesado, pode 
desencadear efeitos tóxicos tanto a plantas quanto a biota 

do solo (LEQUEUX et al., 2010; CAMBROLLÉ et al., 
2015).  

O crescente desenvolvimento agrícola tem 
resultado em problemas ambientais decorrentes da 
geração de resíduos contendo elementos tóxicos (JORIS 
et al., 2012), a contaminação do solo por metais pesados 
é um problema ambiental bem conhecido, 
particularmente em regiões agrícolas abandonadas e áreas 
de minas (SACRISTÁN et al., 2016). Práticas agrícolas 
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inadequadas também podem levar a uma acumulação de 
Cu no solo (MCLAUGHLIN et al., 2000), decorrentes da 
utilização de corretivos, fertilizantes, defensivos e 
fungicidas a base de Cu na camada arável (TURRA et al., 
2011), além disso, aplicações repetidas de dejetos de 
animais podem levar a uma acumulação de Cu 
(MCGRATH et al., 1982), uma vez que este elemento está 
incluído na dieta de suínos e aves, como um promotor de 
crescimento (CHANEY & OLIVER, 1996; RUYTERS 
et al., 2013) . 

Os metais pesados podem representar uma 
ameaça para a saúde humana, a contaminação atribuída a 
metais classificados como micronutrientes (por exemplo, 
Cu) é relevante, pois a taxa de absorção destes metais 
pelas plantas é ampla, apresentando variação no 
comportamento e na resposta a este tipo de elemento 
(KABATA-PENDIAS & PENDIAS, 2001) atingindo 
concentrações elevadas. Por estas razões, o 
estabelecimento de padrões adequados de qualidade do 
solo é de grande interesse. Além disso, o excesso de Cu 
pode influenciar todas as fases do ciclo de vida da planta 
sendo que, a sensibilidade ao metal e a toxicidade 
dependem de estágios de desenvolvimento (LIU et al., 
2005).  

Além do desenvolvimento das plantas, 
quantidades excessivas de Cu podem afetar 
negativamente os organismos da fauna edáfica, que 
apresentam papel fundamental no equilíbrio do 
ecossistema (AMORIM et al., 2008). Destes organismos, 
as oligoquetas terrestres (filo Annelida) têm função 
importante ao nível de estrutura e função (van GESTEL 
et al., 2011). Os enquitreídeos regulam indiretamente a 
degradação da matéria orgânica e promovem um bom 
arejamento do solo, funções estas vitais para o 
ecossistema terrestre (AMORIM et al., 2005). 

Uma forma de reduzir os efeitos de toxicidade 
do Cu é a realização da calagem, esta prática aumenta a 
capacidade de troca de cátions e o pH do solo 
(AGBENIN & OLOJO, 2004).  Joris et al. (2012), 
verificaram que a calagem aumentou a adsorção de Cu 
principalmente nas camadas 0 a 10 cm de profundidade, 
isso se deve ao fato de o Cu possuir maior seletividade 
nas superfícies coloidais, resultando em alta energia de 
ligação e estabilidade pela formação de complexos com o 
elemento (SPARKS, 2003). 

Os ensaios de ecotoxicidade devem ser 
realizados para aumentar o conhecimento sobre o efeito 
de Cu em solos agrícolas, avaliando o efeito das 
propriedades do solo sobre mobilidade e 
biodisponibilidade dos metais nas culturas e organismos 
edáficos. O objetivo do trabalho é avaliar os efeitos da 
calagem na toxicidade do cobre em dois tipos de solos, 
sobre a germinação de Avena sativa L. (gramínea) e Vicia 
villosa Roth (leguminosa) e de uma espécie de 
enquitreídeo (Enchytraeus crypticus). 

 
 

MATERIAL E MÉTODOS 
Parâmetros gerais dos testes 
 
 Foram realizados testes ecotoxicológicos de 
germinação de sementes, as quais foram utilizadas as 
espécies de gramínea aveia preta (Avena sativa L.) e 
leguminosa ervilhaca (Vicia villosa Roth) como 
representantes de uma lista de espécies cultivadas e 
recomendadas para testes ecotoxicológicos (OECD 208, 
2006). Para o teste de fuga fora utilizados organismos 
testes da espécie de enquitreídeos E. crypticus 
(WESTHEIDE & GRAEFE, 1992). 
 

 
Solos 

 
 Foram utilizados dois solos naturais 
representativos de áreas agrícolas, os quais eram 
classificados em sendo Latossolo Vermelho distrófico 
(LVd), que foi coletado no município de Chapecó 
(27°05’274’’ S e 052°38’085’’ W), e Neossolo 
Quartzarênico órtico típico (RQo), coletado no 
município de Araranguá (29°00’19.89’’ S e 49°31’02.84’’ 
W). Ambos não possuíam histórico de aplicação de 
fertilizantes e compostos químicos (herbicidas, 
fungicidas), após as áreas serem selecionadas foram 
coletadas amostras da camada superficial de (0 – 20 cm 
de profundidade).  Os parâmetros físico-químicos do solo 
são apresentados na Tabela 1. Os solos foram secos em 
estufa e tamisados em peneira de malha 2 mm para 
homogeneização e separação de fragmentos vegetais, 
antes do início do ensaio os solos foram corrigidos para 
70% da capacidade de campo.

 
Tabela 1 - Parâmetros químicos e físicos do Latossolo Vermelho distrófico* (LVd) e Neossolo Quartzarênico órtico 
típico* (RQo) avaliados na camada de 0-20 cm (Chemical and physical parameters of Oxisol and Entisol valuated at 0-
20 cm). 

  MO1 CTC2 Argila Areia P K Ca Mg H+Al Cu Zn Fe 

(%) (%) (mg dm-3)    ..(cmolc dm-3).. ..(mg dm-3).. 

LVd  3,9 12,3 49 12 3,5 124 3,2 1,8 7,83 1,4 0,8 79,7 

RQo  0,9 4,92 4 37 6,7 34 2 0,83 2 1,5 1 72,5 

*Segundo o Sistema Brasileiro de Classificação dos Solos (EMBRAPA, 2006) 
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1MO – Matéria Orgânica. 
2CTC – Capacidade de Troca Catiônica em pH 7,0.

 

 
Tratamentos 
 

Os tratamentos consistiam em doses 
crescentes de sulfato de cobre (CuSO4), sendo 0; 10, 40, 
80, 160 e 320 mg kg-1.  As doses foram definidas a partir 
de uma revisão literária com as possíveis doses de efeitos 
para solos contaminados com Cu (AN et al., 2005; 
SILVA et al., 2011; BELLANI et al., 2014).  

 
 
 

Análise e correção do pH 
 
 Para verificar o efeito da calagem do solo sobre 
a toxicidade do Cu em plantas e organismos edáficos, os 
tratamentos foram aplicados em solos com e sem 
correção do pH, a Tabela 2 apresenta os valores de pH 
de ambos os solos.  Para elevar o pH foi utilizado CaCO3 

que foi aplicado sete dias ates do início dos 
experimentos, buscou-se um pH entre 6 – 7, uma vez 
que este valor é ideal para o desenvolvimento de A. sativa 
e V. villosa (CQFS RS/SC, 2004).  

 
Tabela 2 - Valores médios de pH em KCl em Latossolo Vermelho distrófico e Neossolo Quartzarênico órtico típico, com 

e sem correção do pH com CaCO3 (Average pH values in KCl in Oxisol and Entisol, with and without 
adjustment of the pH with CaCO3). 

Latossolo Vermelho ditrófico Neossolo Quartzarêncio órtico típico 

  pH sem correção pH corrigido   pH sem correção pH corrigido 

Controle 5,36 6,33 Controle 4,45 6,58 

10 5,14 6,25 10 4,09 6,69 

40 5,02 6,19 40 4,25 6,22 

80 4,91 6,1 80 4,34 7,37 

160 4,83 6,05 160 4,39 6,5 

320 4,79 6,02 320 4,41 6,6 

 

Teste de germinação com A. sativa e V. villosa  
 
 O teste de germinação foi baseado no protocolo 
OECD 208 (2006), utilizando as espécies A. sativa 
(gramínea) e V. villosa (leguminosa), com cinco réplicas 
por tratamento, onde, cada réplica consistiu de uma placa 
de petry (10 cm de diâmetro, 2 cm de profundidade) 
preenchida com 100 g solo-teste (com capacidade 
máxima de retenção de água ajustada para 70%) e 12 
sementes. O ensaio teve duração de sete dias, sob 
temperatura controlada (20±1°C) e foto-período de 
16:8h (luz:escuro). Ao final do ensaio, o número de 
sementes germinadas foi contabilizado e a porcentagem 
(%) de germinação calculada.  

 
Teste de fuga com enquitreídeos - E. crypticus 

 
  O teste de fuga com E. crypticus neste estudo foi 

uma adaptação do ISO 17512-2 (2008), conforme 
descrito por Amorim et al. (2008). Os ensaios foram 
realizados em recipientes plásticos (11,5 cm de altura e 
3,5 cm de diâmetro) que foram divididos em duas partes 

iguais. De um lado do recipiente foi colocado 25 g de solo 
controle e do outro lado a mesma quantidade do solo-
teste com diferentes concentrações de CuSO4. Foram 
colocados 10 enquitreídeos adultos na linha entre os dois 
solos. O recipiente foi coberto com uma tampa contendo 
pequenos orifícios, para permitir para circulação de ar, e 
o teste foi mantido em temperatura controlada a 20±1 ºC, 
com um fotoperíodo de 16:8 horas (luz:escuro), durante 
48 horas. No final do ensaio, a divisória foi novamente 
colocada na zona central, as seções foram alocadas para 
dois recipientes, onde foi adicionado álcool absoluto e 
algumas gotas do corante Rosa de Bengala. 
Posteriormente, procedeu-se a separação dos organismos 
presentes em cada lado do recipiente, com auxílio de uma 
peneira de 0,75 mm, sendo os mesmos contados com 
auxilio de uma lupa. 

 

Análise estatística 
 
A significância das diferenças entre o número de 

sementes germinadas no solo contaminado e não 
contaminado, foi verificado com a análise de variância 
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(ANOVA One-way) seguida pelo teste de Dunnett (p < 
0,05), utilizando o Software Statistica 7.0. 

A resposta para o teste de fuga de cada solo foi 
calculada de acordo com a diretriz da ISO 17512-2 (ISO, 
2008) utilizando a fórmula: A = ((C - T)/N).100, onde A 
= é a porcentagem de fuga, C = é o número de 
organismos no solo de referência, T = é o número de 
organismos no solo contaminado, N = é o número total 
de organismos, e a sua significância (P ≤ 0,05) avaliada 
usando o teste de Fisher (ZAR, 1996). Foi estimado o 
valor de AC50  (Avoidance concentration) através do software 
PriProbit 1.63 (SAKUMA, 1998), que confere a dose que 
estimula 50% de fuga dos organismos para o solo 
controle. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Teste de germinação com A. sativa e V. villosa 
 

A exposição de sementes de A. sativa e V. villosa 
a doses crescentes de CuSO4 não expressou efeito tóxico 
na taxa de germinação (P>0,05), tanto em Latossolo 
Vermelho distrófico (Figura 1 e 2) quanto em  Neossolo 
Quartzarênico órtico típico (Figura 3 e 4),  independente 
da correção do pH.  Assim pode-se afirmar que até a dose 
320 mg kg-1 de CuSO4, as plantas não sofrem nenhum 
efeito de fitoxicidade ou inibição na germinação. Não 
foram avaliados efeitos posteriores no desenvolvimento 
vegetal 

Sabe-se que a presença de Cu no solo, em 
quantidades maiores que as requeridas pelas plantas, é 
capaz de permitir a germinação das sementes, no entanto 
pode afetar o desenvolvimento das mudas, cessando o 
crescimento das raízes por interferência nas divisões 
mitóticas (YILDIZ et al., 2009), ou por meio de escassez 

de nutrientes para o embrião devido à baixa mobilização 
de reservas dos cotilédones (KARMOUS et al., 2011).  

Muccifora & Bellani (2013) em estudo avaliando 
o efeito do Cu na germinação de sementes de V. sativa 
não observaram efeitos negativos em doses até 5 x 10-3 
M, no entanto o crescimento da raiz foi interrompido na 
dose de 10-3 M, provavelmente devido a um efeito do Cu 
sobre a divisão celular e alongamento da radícula. Oliveira 
et al. (2015) avaliando a germinação de V. sativa em solos 
naturais contaminados com resíduo piritoso, o qual 
contém elevada quantidade de Cu, também não 
observaram redução na taxa de germinação das sementes.  

Apesar da correção do pH não ter influenciando 
nos resultados, estudos confirmam que a calagem é capaz 
de reduzir a toxicidade do Cu (NAIDU et al., 1998; 
JORIS et al., 2012). Porém, são escassos os trabalhos que 
relatam os efeitos de metais em solos com ou sem 
calagem. Ambrosini et al. (2015), verificaram que a prática 
de calagem com 3 Mg ha-1 foi capaz de diminuir as 
concentrações de Cu no solo e aumentar a absorção de 
cálcio e magnésio pelas plantas, tais efeitos evitam 
alterações nas estruturas anatômicas nas raízes de plantas 
expostas a este contaminante.   

A baixa fitotoxicidade nos solos contaminados 
com metais pesados pode ser explicada pelo fato que a 
capacidade de germinação como variável resposta, 
apresenta uma baixa sensibilidade em relação a outros 
parâmetros, como por exemplo, o crescimento inicial das 
plântulas e desenvolvimento radicular (LOUREIRO et 
al., 2006). Diante disto, é indicado que as avaliações de 
fitotoxicidade com metais pesados, incluindo o Cu, sejam 
realizadas por um maior período de tempo, possibilitado 
assim acompanhar o desenvolvimento e crescimento das 
plantas em suas diferentes fases, necessitando dessa 
forma de avaliações por um período maior, capaz de 
acompanhar o desenvolvimento da planta e raiz.  

 

Figura 1 – Percentagem de germinação de plantas da espécie A. sativa em Latossolo Vermelho distrófico contaminado 
com doses crescente de CuSO4, (A) solo sem correção do pH e (B) solo com correção de pH.  (P > 0,05) pelo teste de 
Dunnett. (┬) desvio padrão (n =5). 
 
 
 
 
 

A B 
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Figura 2 – Percentagem de germinação de plantas da espécie A. sativa em Neossolo Quartzarênico ótico típico 
contaminado com doses crescente de CuSO4, (A) solo sem correção do pH e (B) solo com correção de pH.  (P > 0,05) 
pelo teste de Dunnett. (┬) desvio padrão (n =5).  
 

 
Figura 3 – Percentagem de germinação de plantas da espécie V. villosa em Latossolo Vermelho distrófico contaminado 
com doses crescente de CuSO4, (A) solo sem correção do pH e (B) solo com correção de pH.  (P > 0,05) pelo teste de 
Dunnett. (┬) desvio padrão (n =5). 
 
 

 
Figura 4 – Percentagem de germinação de plantas da espécie V. villosa em Neossolo Quartzarênico órtico típico 
contaminado com doses crescente de CuSO4, (A) solo sem correção do pH e (B) solo com correção de pH.  (P > 0,05) 
pelo teste de Dunnett. (┬) desvio padrão (n =5).
  

A B 

A B 
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Teste de fuga com enquitreídeos E. crypticus 
 
 O ensaio de fuga com E. crypticus atendeu as 
normas de validação segundo a ISO 17512-2 (2008), 
onde a mortalidade nas doses foi inferior a 20% (não 
houve mortalidade), e a distribuição dos organismos no 
duplo controle ficou dentro da faixa requerida de 60-
40%, sendo no Latossolo Vermelho distrófico de 50-
50% e 54-46% no solo sem e com pH corrigido, 
respectivamente. Já o Neossolo Quartzarênico órtico 
típico teve distribuição no duplo controle de 58-42% e 
52-48% no solo sem e com pH corrigido, 
respectivamente. 
 A resposta de fuga dos organismos foi observada 
em ambos os solos indiferente do valor de pH (P<0,05).  
Para o Latossolo foi observada a fuga significativa já na 
primeira dose avaliada de 10 mg kg-1 , mantendo em 
todas as doses uma resposta semelhante em torno de 30 
- 40% de fuga para o solo controle (Figuras 5A e 5B). Já 
para o Neossolo também foi observada fuga 
significativa, no entanto, o solo sem correção do pH 
apresentou fuga a partir da dose de 80 mg kg-1 (Figura 
6A), enquanto o solo com pH corrigido apresentou fuga 
já na dose de 10 mg kg-1 (Figura 6B). Apenas o Neossolo 
sem correção do pH apresentou fuga suficiente para 
calcular o valor de AC50 (Avoidance concentration), que 
determina a dose que apresenta 50% de fuga dos 
organismos, sendo o valor de AC50 de 238,80 (intervalo 
de confiança de 212,31 – 334,50 mg kg-1). Os demais 
tratamentos não apresentaram fuga suficiente para 
calcular o valor de AC50.  
 Tais resultados suportam a importância de se 
desenvolver ensaios de fuga com esse tipo de organismo, 
atualmente existe apenas o protocolo para testes 
crônicos e agudos de sobrevivência e reprodução com 
enquitreídeos (ISO 16387, 2004), apesar da grande 
importância desses testes para determinar o potencial 
tóxico dos compostos, eles possuem como 
desvantagens serem relativamente longos, enquanto os 
testes de fuga são de fácil e rápida execução e 
apresentam sensibilidade igualmente elevada (AMORIM 
et al., 2008). 
 A fuga dos E. crypticus nos solos contaminados 
com CuSO4 pode ser explicada pelo fato desses 
organismos possuírem órgãos sensoriais – 
quimioreceptores – altamente sensíveis a substâncias 
químicas no ambiente (EDWARDS & BOHLEN, 
1996). Apesar de ser um elemento essencial o Cu se 
torna tóxico para oligoquetas, dependendo da 
concentração (AMORIM & SCOTT-FORDSMAND, 
2012). O modo de ação tóxico do Cu está relacionado a 
danos oxidativo em organismos através da reação Haber 
- Weiss, catalisando a formação do radical hidroxilo 
(OH+) que é um poderoso oxidante (BREMNER, 
1998; GOMES et al., 2012). Enquitreídeos Enchytraeus 
albidus (oligoqueta) expostos à concentrações crescentes 

de CuCl2, apresentam sobrevivência reduzida e baixa 
reprodução (AMORIM et al., 2005). 
Amorim et al. (2008) realizaram ensaios de fuga com 
enquitreídeos da espécie E. albidus, com diferentes 
contaminantes, e encontraram o valor de AC50 para Cu 
de 133 mg kg1 (26 – 956 mg kg-1), aproximadamente 100 
mg acima do encontrado no presente trabalho, fato este 
pode estar relacionado com o tipo de solo, a espécie e 
até a forma química do Cu. Amorim & Scott-Fordsmand 
(2012) também verificaram fuga de E. albidus em solos 
contaminados com CuCl2 e nanopartículas de Cu, 
apresentando os valores de AC50 de 475 mg kg-1 (378 -  
573 mg kg-1) para CuCl2;  e 241 mg kg-1 (188 – 295 mg 
kg-1) para nanopartícula de Cu.  
 Apesar das propriedades físico-químicas dos 
solos no presente estudo (Latossolo ou Neossolo) serem 
bastante distintas, nossos dados indicam que não houve 
diferenças na toxicidade do CuSO4 em relação aos solos. 
Resultados semelhantes foram observados por Konečný 
et al. (2014) onde não observaram diferenças na 
reprodução de E. crypticus em solos com diferentes 
propriedades fisíco-químicas contaminados com Cu.  

Deste modo, existe uma indicação de que 
oligoquetas são capazes de detectar e evitar solos 
contaminados com Cu, no entanto não foi possível 
observar diferenças em relação ao tipo de solo e valor de 
pH, podendo assim ser indicado estudos com maior 
duração (sobrevivência e reprodução) para determinar 
tais fatores. 

 

 

 
Figura 5- Resposta de fuga de enqutreídeos E. crypticus, 
em Latossolo Vermelho distrófico contaminado com 
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doses crescentes de CuSO4. (A) solos sem correção do pH 
e (B) solo com correção de pH.  

 

 

 
Figura 6- Resposta de fuga de enqutreídeos E. crypticus, 
em Neossolo Quartzarênico órtico típico contaminado 
com doses crescentes de CuSO4. (A) solos sem correção 
do pH e (B) solo com correção de pH. 

 

 
CONCLUSÃO 
 

Os resultados mostram que a contaminação de 
diferentes tipos de solos naturais com doses crescentes 
de CuSO4 não afetou a taxa de germinação de sementes 
de Avena sativa e Vicia villosa, indiferente da correção do 
pH do solo. No entanto, os resultados com 
enquitreídeos E. crypticus demonstram que houve fuga 
em ambos os solos avaliados (LVd e RQo), indicando 
que oligoquetas são capazes de detectar e evitar solos 
contaminados com Cu. 
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