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RESUMO

E reconhecido que a avaliagdo dos riscos ambientais efetuada com base na
concentracdo total de um contaminante pode sobrestimar os riscos, € que 0S organismos
respondem apenas a fracdo do contaminante que se encontra biologicamente disponivel. E,
por isso, muito importante entender se os resultados obtidos por métodos quimicos traduzem a
biodisponibilidade ambiental de determinado contaminante, e se ela se relaciona com a
observacao dos efeitos em organismos expostos.

Neste estudo foram utilizados solos afetados pela atividade mineira em Sdo Domingos
(Faixa Piritosa Ibérica — Portugal), considerando: (i) caracterizagdo fisico-quimica geral; (ii)
concentracdo de As, Cu, Pb e Zn totais, potencial e efectivamente biodisponiveis; (iii)
avaliacdo ecotoxicoldgica (germinacdo com Lactuca sativa L., mortalidade e reproducdo de
Eisenia fetida); (iv) bioacumulacdo de As, Cu, Pb e Zn por E. fetida, apos 28 dias de
exposicdo aos solos contaminados; (v) concentracdo de As, Cu, Pb e Zn em plantas existentes
no local (Cistus ladanifer L. e Erica andevalensis Cabezudo and Rivera); e (vi) atividades
enzimaticas dos solos.

Ficou demonstrado que, embora a biodisponibilidade ambiental para um determinado
organismo possa ser prevista através de um método de extracdo quimica, tendo-se encontrado
valores de As, Cu, Pb e Zn potencialmente biodisponiveis (extraidos com uma solucdo 0,5 M
em NH4CH3COO, 0,5 M em CH3;COOH e 0,02M em EDTA, pH 4,7) que se correlacionaram
com os teores bioacumulados pela E. fetida, a resposta toxica (biodisponibilidade
toxicoldgica), ndo foi a esperada. De facto, as respostas obtidas nos diferentes bioensaios
sofreram uma influéncia muito grande de outras caracteristicas do solo, que ndao o seu teor em
As, Cu, Pb e Zn totais e/ou biodisponiveis, (e.g. pH, teor em matéria organica, teor em
macronutrientes essenciais, capacidade de troca catidnica), tornando bastante dificil o
estabelecimento de uma relacdo entre a biodisponibilidade ambiental e a biodisponibilidade
toxicologica.

Por esse facto, quando se avalia o risco em solos com uma contaminacao
antropogénica mais complexa, com caracteristicas fisico-quimicas distintas de local para
local, a avaliacdo da biodisponibilidade utilizando ensaios quimicos deve ser complementada
com a utilizacdo de bioensaios; so eles nos permitem ter uma visdo holistica mais significativa

dos riscos de locais contaminados.

Palavras-chave: Faixa Piritosa Ibérica, Mina de S& Domingos, avaliacdo de risco ambiental,

As, Cu, Pb, Zn, biodisponibilidade, bioacumulacdo, bioensaios.






ABSTRACT

It is recognized that the environmental risk assessment carried out based on the total
concentration of a contaminant may overestimate the risks, and that organisms respond only
to the fraction of contaminant that is biologically available. It is therefore very important to
understand if the results obtained by chemical methods reflect the bioavailability of certain
environmental contaminants, and if it relates to the observation of the effects on exposed
organisms.

This study used soils affected by mining activities in Sdo Domingos (Iberian Pyrite
Belt - Portugal), considering: (i) general physicochemical characterization, (ii) concentration
of As, Cu, Pb and Zn total, potential and effective bioavailable; (iii) ecotoxicological
assessment (Lactuca sativa L. germination, mortality and reproduction of Eisenia fetida), (iv)
bioaccumulation of As, Cu, Pb and Zn by E. fetida after 28 days of exposure to contaminated
soils, (v) concentration of As, Cu, Pb and Zn in endemic plants (Cistus ladanifer L. and Erica
andevalensis Cabezudo and Rivera), and (vi) soil enzyme activities.

It was demonstrated that although the environmental bioavailability for a particular
organism may be provided by a method of chemical extraction, because the potentially
bioavailable concentrations for As, Cu, Pb and Zn (extracted with a solution 0,5 M in
NH,CH3COO, 0,5 M in CH3COOH and 0,02 M in EDTA, pH 4,7) were significantly
correlated with the bioaccumulation of the same elements by E. fetida, the obtained toxic
response (toxicological bioavailability) was not the expected. In fact, the responses obtained
in the different bioassays were greatly influenced by other soil characteristics besides their
As, Cu, Pb and Zn total and/or bioavailable content (e.g. pH, organic matter content, content
essential macronutrients, cation exchange capacity), making it difficult to establish a
relationship between the environmental bioavailability and toxicological bioavailability.

For this reason, when assessing the risk in soils with a more complex anthropogenic
contamination, with different physicochemical characteristics from place to place, the
evaluation of bioavailability using chemical tests should be complemented with the use of

bioassays; only they provide a more holistic view of the risks of contaminated sites.

Keywords: Iberian Pyrite Belt, Mina de Sdo Domingos, environmental risk assessment, As,

Cu, Pb, Zn, bioavailability, bioaccumulation bioassays.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Consideracdes iniciais

A procura do minério, e da sua eventual utilizacdo, remonta aos primdrdios da
existéncia humana, tendo desempenhado, desde essa altura, um papel essencial na sua
sobrevivéncia e no seu progresso (Goncalves, 2010). Em Portugal, a exploracdo mineira
possui uma tradicdo milenar, ndo tendo, as exploragdes mais antigas, sido planeadas de modo
a minimizar os impactes ambientais decorrentes do seu funcionamento (Oliveira, 1997). Por
outro lado, o encerramento e abandono das exploracdes mineiras geram problemas ambientais
ainda maiores, especialmente quando ndo sdo tomadas medidas de isolamento das escérias e
impermeabilizacdo dos seus locais de deposicdo (Baath, 1989), deixando vastas areas
abandonadas e completamente desertas de vegetacdo, onde o0s agentes erosivos contribuem
para um agravamento gradual do problema e para um alargamento da zona afetada.

A contaminacdo por metais em solos de regides envolventes de minas abandonadas é
amplamente reconhecida como um risco ecolégico e a avaliacdo dos seus impactes ambientais
de enorme importancia. Independentemente da técnica de obtencdo ou da sua utilizacdo, o0s
metais, a médio ou a longo prazo, acabam por ser disseminados no ambiente, sendo
frequentemente causa de stress nos ecossistemas naturais e humanizados, stress esse agravado
pela concomitante acidificacdo do solo, tornando-se também muito perigosa para a saude
humana e animal, pois 0s metais pesados acumulam-se nos organismos vivos, e podem
provocar cancros, morte por envenenamento, perda de biodiversidade, assim como
contaminacdo de agua superficial e subterranea. Atualmente, as companhias mineiras sao
obrigadas a cumprir normas ambientais, de encerramento e de funcionamento, bastante
estritas, de forma a assegurar que a area afetada pela exploracdo mineira regressa a sua
condic&o inicial, ou préxima da inicial e, em alguns casos, até melhor que a inicial.

O solo constitui um sistema dindmico, no qual existe um equilibrio muito delicado
entre o teor em metal total ou pseudo-total (fracdo inativa ou inerte), a fragdo movel
(efetivamente soltvel, muito ativa, biodisponivel) e a fracdo mobilizavel (potencialmente
biodisponivel, lixiviavel e parcialmente ativa) (Alvarenga, 2009; Gupta et al., 1996). Por isso,
embora a andlise do teor em metais totais de um determinado solo constitua uma componente
importante na avaliacdo da qualidade desse solo, fornece muitas vezes informagao inadequada
ou insuficiente no que diz respeito a biodisponibilidade, a mobilidade e a toxicidade que esses

metais apresentam no solo em questao (Alvarenga, 2009).
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Pelo exposto, existe atualmente alguma polémica acerca dos valores de referéncia
existentes nas normas oficiais de alguns paises, baseadas em teores totais, as quais, na maioria
dos casos, sobrestimam os riscos. De facto, estudos em laboratdrio e em campo demonstraram
que os efeitos bioldgicos ndo estdo relacionados com a concentragdo total do contaminante no
solo. Em vez disso, um organismo responde apenas a fracdo desse contaminante que esta
biologicamente disponivel (biodisponivel) (ISO/DIS 17402, 2006).

Deste modo, a andlise quimica podera ser, por si so, insuficiente na avaliacdo da
toxicidade de solos devido a um conjunto de razbes. Uma delas prende-se com o facto das
concentragcOes analiticamente detetaveis de muitos compostos quimicos ndo permitirem uma
previsdo rigorosa do seu efeito nefasto num organismo ou no ambiente, como um todo. Os
métodos quimicos permitem-nos quantificar o teor total de determinados contaminantes no
solo, mas, para isso, € necessario saber que contaminantes se devem analisar. E dificil
identificar, numa determinada &rea contaminada, qual ou quais os contaminantes que devem
ser analisados, podendo, nalgumas situacBes de contaminacdo, a toxicidade estar a ser,
erradamente, imputada a um determinado composto, simplesmente porque ndo se analisou
outro (Alvarenga, 2009).

Para além disso, o teor total num determinado composto ndo permite tirar conclusdes
relativamente a sua toxicidade, uma vez que apenas a fracdo biodisponivel desse composto
podera provocar stress e alteracdes fisioldgicas nos organismos. Essa fracdao biodisponivel do
composto ndo pode ser inferida do teor total nesse composto, uma vez que aquela varia
consideravelmente com a natureza quimica do composto, com as caracteristicas do solo, com
as condi¢fes ambientais, e com o organismo (e.g. uma mesma fracdo de um composto podera
ndo ser toxica para um determinado organismo, e ser mais ou menos toxica para outros
organismos, ou seja, a biodisponibilidade varia conforme o organismo). Outra consideragédo
importante prende-se com o facto dos compostos quimicos nao aparecerem isolados no
ambiente, por isso, a possibilidade de interacdes positivas ou negativas entre os diferentes
contaminante nas misturas, ou entre os contaminantes e os diferentes tipos de solos, tera que
ser levada em consideracdo na avaliagcdo da contaminacdo do solo como um todo (Alvarenga,
2009; Loureiro, 2004).

Por isso, a avaliacdo da qualidade de um solo devera contemplar uma caracterizacao
quimica classica, que inclua pardmetros habitualmente utilizados na avaliagdo da sua
fertilidade (e.g. teor em matéria organica, macronutrientes principais, N, P, K, e secundarios,
Ca e Mg), ou na avaliacdo do grau da sua contaminacao (e.g. teor em metais pesados totais)

mas devera ser complementada com uma apreciacao da sua qualidade que contemple métodos
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quimicos (de lixiviacdo, de extracdo quimica de passo Unico ou sequencial), métodos
bioquimicos e métodos ecotoxicologicos, que permitam estimar a biodisponibilidade e a
toxicidade dos diferentes contaminantes existentes no solo. S6 com uma anélise integrada
destes resultados se poderd ter uma visdo mais real acerca da biodisponibilidade dos poluentes
nesse ambiente e dos possiveis efeitos tdxicos que esses poluentes estejam a exercer no
ecossistema em questdo (Alvarenga, 2009).

O estudo que aqui se desenvolve centra-se neste tipo de problematica: a potencial
relacdo entre os varios métodos utilizados para estimar a biodisponibilidade dos
contaminantes ao nivel quimico, com as respostas encontradas nos ensaios bioquimicos e

ecotoxicoldgicos.

1.2. Objetivos
O trabalho desenvolvido nesta tese pretende, por isso, alcancar os seguintes objetivos:

Objetivo geral: efetuar o estudo de solos provenientes da zona mineira de Sd&o Domingos,
tentando avaliar potenciais relagdes existentes entre os teores em metais totais, os teores em

metais biodisponiveis, e a resposta ecotoxicoldgica dada por determinados organismos.

Objetivos especificos:

- Avaliar as propriedades fisico-quimicas do solo: textura, pH(H.0), salinidade, matéria
organica, azoto total, fésforo e potéssio assimilaveis, e capacidade de troca cationica;

- Avaliar os teores em metais (Cu, Pb e Zn) e metal6ides (As) no solo, nas suas diferentes
fracdes: teor total e teor biodisponivel, utilizando diferentes métodos de extracdo de passo
unico;

- Avaliar a biodisponibilidade dos contaminantes existentes no local, considerando a sua
toxicidade para os organismos, utilizando uma gama variada de recetores ecologicos e de
niveis troficos: microrganismos, plantas e macrofauna;

- Tentar avaliar se existe uma relagdo entre os varios métodos utilizados para estimar a
biodisponibilidade dos contaminantes ao nivel quimico, com as respostas encontradas nos

bioensaios.
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1.3. Organizacao do estudo

O estudo contempla seis pontos de amostragem, cinco deles escolhidos na zona de
influéncia das atividades mineiras que decorreram na Mina de Sdo Domingos e um local néo
contaminado, que servird de controlo. Foi efetuada uma caracterizagdo das principais
propriedades fisico-quimicas do solo nos diferentes pontos amostrados: textura, pH,
salinidade, matéria organica, azoto total, P e K assimilaveis, capacidade de troca cationica e
foi também efetuada uma quantificacdo dos teores em metais e metaldides no solo (As, Cu, Pb
e Zn) nas suas diferentes fracOes: teor total e teor biodisponivel, utilizando diferentes métodos
de extracdo de passo unico. Foram testadas diferentes solucbes extratantes, com vista a
perceber qual a que permite uma avaliacdo da biodisponibilidade com uma melhor correlacéo
com os resultados de toxicidade encontrados utilizando 0s bioensaios ou 0s ensaios de
bioacumulag&o.

A biodisponibilidade dos contaminantes existentes no local foi avaliada considerando
a sua toxicidade para os organismos, utilizando uma gama variada de recetores ecoldgicos e
de niveis troficos: microrganismos, plantas e macrofauna. Foi avaliada a atividade enzimatica
nos solos utilizando diferentes enzimas (desidrogenase, B-glucosidase, fosfatase acida e
urease). Foram efetuados ensaios de germinacdo utilizando Lactuca sativa L., ensaios de
mortalidade e de reproducdo com Eisenia fetida.

Os resultados obtidos foram avaliados na tentativa de encontrar uma potencial relacéo
entre os varios métodos utilizados para estimar a biodisponibilidade dos contaminantes ao

nivel quimico, com as respostas encontradas nos bioensaios.
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2. CONTAMINAGAO EM AREAS MINEIRAS DO SETOR PORTUGUES DA FAIXA
PIRITOSA IBERICA

A Faixa Piritosa Ibérica (FPI) situa-se numa unidade principal da Cadeia Orogénica
Varisca (COV) designada por Zona Sul Portuguesa (ZSP), localizada na parte SW da
Peninsula Ibérica (Fig. 1). A sua geometria forma um largo arco com cerca de 300 km de
comprimento e 30 a 60 km de largura que se estende desde Sevilha até a regido de Marateca-
Aguas de Moura (Barriga et al., 1997; Oliveira et al., 1998; Silva, 1998). Em ambos o0s
extremos da FPI as rochas paleozoicas estdo cobertas por sedimentos, constituindo o soco das
bacias terciarias de Guadalquivir (Espanha) e Sado (Portugal). A presenca de cerca de 90
jazigos de sulfuretos macicos polimetalicos associados ao Complexo Vulcano Sedimentar
(CVS), de idade Fameniano Sup.-Viseano Sup., confere-lhe um estatuto de provincia
metalogénica de classe mundial (Matos e Martins, 2006).
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Figura 1. Jazigos de sulfuretos macigos polimetalicos no sector portugués da Faixa Piritosa
Ibérica (Matos e Oliveira, 2003).

A existéncia de numerosas ocorréncias de minérios de cobre, ferro e manganés na FPI
foi certamente determinante no modo de vivéncia das populacdes residentes, tendo existido
5
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mineracdo desde o Calcolitico e durante a ocupagdo por tartéssios, fenicios e cartagineses
(Oliveira e Matos, 2002). Na época romana foram intensamente explorados varios jazigos de
sulfuretos da Faixa Piritosa como S&o Domingos, Aljustrel e Caveira, sobretudo na sua parte
mais superficial, marcada pela existéncia de chapéus de ferro ou gossans. Os povos arabes
pouco se dedicaram a atividade extrativa, antes preferindo negociar em entrepostos (caso de
Sdo Domingos) os concentrados de metais extraidos pelas populacdes autdctones (Oliveira e
Oliveira, 1996; Matos et al., 2002; Matos e Martins, 2003; 2006). No seguimento da
revolucdo industrial do séc. XIX, reinicia-se a exploracdo de sulfuretos extraindo-se, com
técnicas modernas, grandes volumes de minério com vista a obtencdo de cobre, pirite e
enxofre. Em Portugal, a lavra operada em Sdo Domingos, Aljustrel, Caveira e Chanca
estende-se posteriormente, durante o inicio do séc. XX, as Minas de Lousal e Montinho
situadas no sector NW da FPI. Além das massas de pirite, ocorrem ainda na FPI depdsitos
estratiformes de ferro e manganés e mineralizacdes filonianas de cobre, antiménio, chumbo e
bario. Enquanto estes jazigos foram explorados na sua maioria na segunda metade do séc.
XIX, a extracdo de oxidos de ferro e manganés decorreu até a passada década de setenta.

O Servico de Fomento Mineiro, organismo estatal precursor do Instituto Geoldgico e
Mineiro (IGM), é criado em 1939 com o intuito de promover a atividade de prospecéo no pais
e em particular na FPI (Queiroz et al., 1989). A prospecdo mineira na FPI teve maior
desenvolvimento a partir dos anos 60, através da aplicacdo de novas técnicas geofisicas e
geoquimicas e de cartografia geoldgica e estrutural de maior detalhe. As politicas de
investimento em conhecimento geoldgico possibilitaram ao Estado o desempenho
determinante quer na descoberta de novos depositos (e.g. Lagoa Salgada, Neves Corvo,
Salgadinho e Estacdo), quer no apoio e dinamizacdo da atividade de prospecdo de empresas
privadas (Matos e Martins, 2003; 2004; 2006). O Instituto Nacional de Engenharia,
Tecnologia e Inovacdo (INETI) possui hoje um consideravel volume de dados geoldgicos
(mapas e sondagens), geofisicos (gravimetria, magnetometria, polarizacdo induzida,
sondagens elétricas verticais e sismica) e geoquimicos (analises de minérios, sedimentos,
solos e rochas) sobre a FPI, os quais possibilitam um bom conhecimento desta provincia
metalogenética. Em Portugal, a prospecéo de sulfuretos metalicos continua a desenvolver-se,
fruto da forte probabilidade de virem a ser descobertos jazigos de metais basicos semelhantes

ao de Neves Corvo e da existéncia do valioso banco de dados do INETI.



Avaliacdo da biodisponibilidade de metais em solos contaminados por atividades mineiras

2.1. Contaminacdo e impacte ambiental das areas mineiras no sector portugués da FPI

A maioria das minas diagnosticadas na FPl encontra-se numa situacdo de total
abandono, testemunhando, com as suas ruinas, periodos ndo muito distantes em que a
atividade extrativa de minérios metalicos se desenvolvia afincadamente (Matos e Martins,
2006). A quase totalidade das exploracBes mineiras abandonadas ndo possui estruturas
adequadas que minimizem o seu impacte ambiental, como consequéncia direta da auséncia de
programas de manutencdo ap6s o processo de fecho. O vazio de responsabilidades que
emerge, apdés o encerramento de cada mina, torna hoje dificil a aplicacdo do principio do
poluidor/pagador. A excecdo da Mina de Neves Corvo, todas as exploracBes do sector
portugués da FPI apresentam impactes ambientais significativos, sobretudo ao nivel da rede
hidrogréafica. A Ribeira de Sdo Domingos, afluente do Rio Chanca e as Ribeiras do Roxo, de
Corona e de Grandola, afluentes do Rio Sado constituem os cursos de agua que se encontram
mais afetados pela drenagem néo controlada de efluentes acidos provenientes, respetivamente,
das areas mineiras de Sao Domingos, Aljustrel, Lousal e Caveira (Matos e Martins, 2006).

Os trogos da rede hidrografica situados a jusante destes centros mineiros encontram-se
afetados em varios quilometros com aguas de pH acido (<4) e elevada condutividade. Os
sedimentos recolhidos em S&o Domingos apresentam teores significativos em Pb, As, Sh, Cu,
Zn, Fe e Ag (V, Cr). Na Ribeira da Agua Forte, situada a NE de Aljustrel, foram analisados
sedimentos com teores andmalos em Pb, Zn, Cu, As, Sb, Fe, P, Cr e V (Matos e Rosa, 2001).

Recentemente o INETI realizou a cartografia geoldgica e mineira destas areas
mineiras, em escala de grande detalhe (1/2500) o que possibilitou uma melhor compreenséo
da tipologia de escombros, do modo como se procedeu a atividade extrativa e do tipo de
erosdo que afeta as escombreiras e as infraestruturas mineiras (e.g. cortas, pogos, campos de
cementacdo e de lixiviagdo) (Matos, 2004; Matos e Martins, 2006). No ranking de
perigosidade ambiental realizado pelo ex-IGM (Oliveira et al., 2002; Matos e Martins, 2006)
as minas da FPI surgem com um grau elevado devido ao grande volume de escombreiras
existente, as quais contém teores acentuados em metais e/ou metaldides, como Cu, Pb, Zn, As
e Sb. As Minas de Sdo Domingos, Aljustrel e Caveira destacam-se ainda pela presenca de
areas significativas cobertas por escombros de rocha encaixante da mineralizacdo, minério,
escorias e materiais lixiviados, estimando-se que o seu volume seja de, respetivamente, >5
Mt, 5 Mt e >2 Mt. Na area de influéncia direta das exploragdes mineiras os solos encontram-
se afetados, observando-se, porém, uma contaminacdo pouco dispersa, 0 que permite 0

desenvolvimento da floresta de eucalipto (S8o0 Domingos e Caveira) ou pinheiro (Lousal). As
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areas mineiras da FPI caracterizam-se ainda pela insegurancga das suas cortas e pogos, 0s quais
se encontram geralmente desprotegidos. Em certos locais, observa-se também o mau uso das
infraestruturas como deposito de lixo e de entulhos. As Minas de Sdo Domingos, Aljustrel,
Lousal e Caveira apresentam um bom potencial museol6gico em virtude do interesse didatico
do patrimdnio mineiro e geoldgico que ai se pode observar (Matos et al., 2002; Matos, 2005).
A maioria das escombreiras apresenta uma boa estabilidade, fruto da sua reduzida altura,
geralmente inferior a 3 m, do relevo aplanado e do elevado grau de abandono das areas
mineiras. No entanto, a utilizagdo de escombros para pavimentagdo de caminhos e construcdo
de aterros, por parte de privados e de servicos municipais, € responsavel por situacdes de
elevada instabilidade verificadas em escombreiras das Minas de Sdo Domingos, Lousal,
Caveira, Montinho, Ferragudo, Balanca e Barrigdo. Esta atividade favorece ainda a
disseminacdo dos elementos contaminantes pela envolvente das exploragdes e o desgaste
rapido e rutura dos corpos de escombros mais volumosos, com o consequente transporte de
finos para a rede hidrografica. Nas Minas de Sdo Domingos, Lousal, Caveira, Balanca e
Barrigdo foram também observados fendmenos preocupantes de erosdo por abarrancamento
e/ou deslizamento, muitas vezes facilitados pela auséncia de cobertura vegetal. A seguranga
mineira de cada exploracdo, é variavel de caso para caso, depende essencialmente do bom
senso do(s) proprietario(s) do terreno que, preocupados em proteger pessoas e animais, vedam
segundo critérios pessoais e de forma aleatéria os pogos e cortas abandonados (Matos e
Martins, 2006).

2.2. Enquadramento legal e institucional

Apbs varias décadas de atividade mineira em Portugal, constata-se que 0 exercicio
desta atividade gerou um passivo ambiental muito significativo, agravado, ainda, pelos riscos
potenciais que a falta de um adequado processo de recuperacdo ambiental das areas
abrangidas pode trazer para as populacbes e para 0S ecossistemas envolventes
(http://bdjur.almedina.net/citem.php?field=node_id&value=1191552: Biblioteca Digital,

acedido em 04/09/2011). O reconhecimento da gravidade da situacdo e da urgéncia em
encontrar meios adequados de reposicéo do equilibrio ambiental de areas sujeitas a atividade
mineira, designadamente aquelas que hoje se encontram em estado de degradacdo e
abandono, constitui  um importante fundamento do ponto de wvista legal
(http://bdjur.almedina.net/citem.php?field=node_id&value=1191552: Biblioteca Digital,

acedido em 04/09/2011). Nestes termos, e tendo presente que constitui um dever fundamental
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da Constituicdo, da Lei de Bases do Ambiente e dos Planos Municipais de Ordenamento do

Territorio a protecdo das areas degradadas do territorio nacional:

e A Constituicao da Republica estabelece como tarefas do estado “defender a natureza, o
ambiente e os recursos naturais e assegurar um correto ordenamento do territério”, assim
como “promover 0 uso racional dos recursos naturais”

(http://www.parlamento.pt/Leqgislacao/Paginas/ConstituicaoRepublicaPortuguesa.asp:

Constituicao da Republica Portuguesa, acedido em 04/09/2011).

e A lei de Bases do Ambiente prevé que constitui um dever fundamental do Estado a
recuperagdo das areas degradadas do territorio nacional, bem como “ado¢do de medidas
preventivas da degradacdo do ambiente resultante dos trabalhos de extracdo de matéria-
prima que possam pOr em perigo a estabilidade dos sistemas naturais e sociais e
recuperacdo obrigatoria da paisagem quando da exploracdo do subsolo resulta alteragcdo
quer da topografia preexistente, quer de sistemas naturais notaveis ou importantes, com
vista a integracdo harmoniosa da area sujeita a exploracdo na paisagem envolvente” (Leli
n°11/87, de 7 de Abril).

e A legislacdo sobre regime juridico da concessdo do exercicio da atividade de
recuperacdo ambiental das areas mineiras degradadas vigente no Decreto-Lei n® 198-
A/2001 estabelece que “a recuperagao das areas mineiras degradadas visa a valorizagao
ambiental, cultural e econdmica, garantindo a defesa do interesse publico e a preservacdo
do patrimonio ambiental” (Decreto-Lei n°® 198-A/2001 de 6 de Julho).

2.3. Programas de recuperacédo ambiental

Enquanto, no passado, a exploragdo mineira se norteava, quase exclusivamente, pelo
principio do melhor aproveitamento das jazidas, acompanhada, principalmente, por critérios
econdémicos e de alguma seguranca, mais recentemente comecou a ser observado pelos
operadores, com maior insisténcia, um outro principio baseado numa exploracdo capaz de
garantir a protecdo ambiental das &reas envolventes, suscetiveis de virem a ser agredidas.
Procura-se, assim, enquadrar a inddstria extrativa nos conceitos e parametros do denominado
desenvolvimento sustentavel, pelos quais se garanta que a extracdo mineira ndo possa
prejudicar o uso subsequente da terra, nem o ordenamento das regides (Crawford, 1995).

A empresa publica EXMIN — Companhia de Industria e Servigos Mineiros S.A., cujo

capital social é detido na totalidade pela EDM — Empresa de Desenvolvimento Mineiro, €
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detentora dos direitos de concessdo do programa de recuperacdo das areas mineiras
portuguesas desde 2001 (Decreto-Lei n® 198-A/2001, de 6 de Julho), em particular do passivo
ambiental referente a atividade extrativa da atual Lei de Minas, publicada em 1990 (Decreto-
Lei n° 90/90). A EXMIN executou estudos de caracterizacdo e de reabilitacdo ambiental das
areas mineiras, encontrando-se j& concluido o projeto de reabilitagdo da Mina de Aljustrel e,
em fase de estudo, os casos de Sdo Domingos, Lousal e Caveira (Matos e Martins, 2006).

Os modelos de intervencdo propostos pela empresa privilegiam a concentracdo de
escombros condicionada as caracteristicas de cada espago mineiro, o isolamento superficial
das escombreiras principais através de valas perimetrais e da sua cobertura com terra vegetal,
o controle de efluentes acidos através da construcdo de bacias de evaporacédo e de pantanais de
Ribeira (wetlands) e o fecho de galerias e pocos (EXMIN, 2003; Martins, 2005; Matos e
Martins, 2006). Porém, a remediacdo do impacte ambiental das minas de pirite é largamente
condicionada pela acentuada complexidade das estruturas geoldgicas e mineralizadas ai
existentes e pelo tipo de extracdo realizada. A contaminacdo de aquiferos é facilitada pela
presenca de falhas e pela extensdo dos trabalhos subterraneos, desenvolvidos muitas vezes
desde a época romana. Por outro lado, observa-se um impacte de origem natural (litologica)
associada ao processo de alteracdo metedrica dos chapéus de ferro dos jazigos (Matos e
Martins, 2006).

Em 2005, o Ministério das Atividades Econdmicas e do Trabalho deu orientagdes para
que fosse efetuada uma reestruturacdo da EDM, que consistiu na integracdo da EXMIN na
EDM. Com esta integracdo, consumada em Setembro de 2005, a EDM passou a ser
responsavel pelo conjunto de intervencgdes de reabilitacdo de antigas areas mineiras, até entdo
a cargo da EXMIN (Alvarenga, 2009).
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3. PROPRIEDADES DOS SOLOS EM ZONAS MINEIRAS

Apls o encerramento da mina, o impacto negativo continua a verificar-se,
especialmente quando ndo sdo tomadas medidas de isolamento das escorias e
impermeabilizacdo dos seus locais de deposi¢do. Os solos ostentam inUmeras limitagdes
especificas destes locais, como sejam a producdo de efluentes acidos com elevadas
concentragdes em metais, 0s quais tém origem na oxidacdo de sulfuretos e possuem
caracteristicas muito proprias que os tornam muito reativos, como valores de pH muito baixos
e elevadas concentragBes em metais ou semi-metais normalmente toxicos, a formagdo dos
chamados “efluentes mineiros de drenagem &cida”, fruto da lixiviagdo ndo controlada de
extensas areas cobertas por escombreiras de minério e estruturas utilizadas na extracdo dos
metais, a baixa disponibilidade de nutrientes essenciais ao crescimento vegetativo, a
capacidade de retencdo de agua do solo e os declives instaveis, provocados pelo acidentado do
terreno e elevada acidez (Sutton e Dick, 1987; Alvarenga, 2009) que tem origem na drenagem
acida formada a partir dos diversos tipos de residuos da atividade mineira que foram sendo
depositados na area envolvente (Johnson, 2003; Alvarenga, 2009).

Estes residuos, expostos ao ar e a agua, sofrem oxidacdo originando a libertacdo de
hidrogenides, com consequente aumento de acidez e do teor em sais solUveis. O resultado
final sdo escombreiras ou solos de minas que sdo demasiado acidos para suportar crescimento
vegetativo e escoamento de lixiviados que contém elevadas concentraces em sais soluveis
(Sutton e Dick, 1987; Pichtel et al., 1994; Johnson, 2003; Alvarenga, 2009). Apesar da acidez
e do teor em sais sollveis diminuir ao longo do tempo, devido a progressiva atuacdo dos
agentes erosivos, o solo e, principalmente, as escombreiras, poderdo continuar demasiado

acidos para o crescimento vegetativo (Sutton e Dick, 1987; Alvarenga, 2009).
3.1. Propriedades fisicas
Na atividade mineira sdo produzidos dois tipos principais de residuos, os fragmentos
grosseiros de rocha ndo mineralizada e os escombros, estes apresentam caracteristicas fisicas

muito distintas (Alvarenga, 2009).

e Fragmentos grosseiros de rocha ndo mineralizada (habitualmente com diametro entre 2-

20 cm) - tém origem nas escavagdes que sd80 necessarias até deixar a descoberto a rocha
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mineralizada, ou em fragmentos de rocha com mineralizacdo que os torna impréoprios para
processamento (Alvarenga, 2009);

e Escombro - constitui o residuo propriamente dito, o qual tem origem no processamento do
mineério (Williamson e Johnson, 1981; Tordoff et al., 2000; Alvarenga, 2009). O escombro é
constituido por material de granulometria inferior (<2 mm), que cai normalmente nas
categorias da areia ou do limo. Os valores de granulometria estdo limitados e a auséncia dos
principais agentes que promovem a agregacdo entre as particulas no solo, nomeadamente a
argila e a matéria organica, tornam este material desestruturado, instavel e altamente sujeito a
processos erosivos (Williamson e Johnson, 1981; Alvarenga, 2009). O progressivo desgaste
destes escombros, que se encontram depositados um pouco por todo o lado nas minas
abandonadas, leva a disseminacao das particulas com as caracteristicas referidas nos solos em
redor. O crescimento de plantas sobre este tipo de solos ou escombros é muito limitado, uma
vez que a quantidade de &gua que tém a sua disposicdo € muito reduzida, consequéncia da
deficiente infiltrabilidade e capacidade de retencdo de agua. Escombros com material muito
pedregoso ou grosseiro, severamente compactado, poderdo ter apenas agua disponivel de 2,3 a
14,7% (Sutton e Dick, 1987; Alvarenga, 2009).

As principais limitages, em termos fisicos, dos solos afetados por atividades mineiras séo:

e Compactacéo - afeta o estabelecimento e o desenvolvimento das plantas, uma vez que
aumenta a resisténcia oferecida a penetracdo das raizes e a emergéncia das plantas e,
reduzindo o tamanho dos poros, diminui a infiltrabilidade e a sua capacidade de retencéo de
agua (Williamson e Johnson, 1981; Sutton e Dick, 1987; Chan et al., 2003; Wong, 2003;
Alvarenga, 2009). A formacdo desta camada superficial, impermeavel a agua, provoca a
formagéo de crosta e o encharcamento, gerando um escorrimento superficial acentuado que
contribui, em muito, para os processos erosivos destes solos (Pichtel et al., 1994; Alvarenga,
2009). O grau de compactacdo destes solos, ou escombros, pode ser revelado pela sua
densidade aparente que, num estudo referido por Sutton e Dick (1987) apresentou valores
médios de 1,47 Mg m™, que contrastam com os 1,03 Mg m™ de solos n&o perturbados. As
operacgdes de nivelamento dos escombros, e a circulagdo de maquinaria sobre eles poderdo
compactar o solo até profundidades de 45-60 cm (Sutton e Dick, 1987; Alvarenga, 2009);

e Declive - baixo teor em agua no solo, e auséncia de sombras proporcionadas pela
vegetacdo, influenciam negativamente uma outra propriedade nestes solos: a sua temperatura.

As temperaturas altas que se podem atingir nestas circunstancias, principalmente na extracdo
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de carvdo ou minérios de cor mais escura, podem levar a morte das plantas em emergéncia.
Quando a temperatura do ar atinge valores entre 30-35°C, a camada superficial destes
escombros pode atingir valores entre 50-55°C, nos materiais mais claros, e entre 65-70°C nos

materiais de cor mais escura (Sutton e Dick, 1987; Alvarenga, 2009).

3.2. Propriedades quimicas

As principais limitagdes quimicas dos solos afetados por atividades mineiras so:

e Acidez - esta é gerada, no processo de decomposicdo da pirite na presenca de oxigénio e
de 4agua, o qual é bem conhecido, e explica também as concentracdes elevadas de anido
sulfato nos solos degradados por atividades mineiras, e nos efluentes mineiros de drenagem
acida (Williamson e Johnson, 1981; Salomons e Forstner, 1984; Sutton e Dick, 1987;
Sengupta, 1993; Evangelou e Zhang, 1995; Bellaloui et al., 1999; Johnson, 2003; Alvarenga,
2009).

e Salinidade - a oxidagdo do escombro provoca a libertacdo de elevadas concentracdes de
sais soluveis, principalmente catifes e o anido sulfato (Sutton e Dick, 1987; Tordoff et al.,
2000; Ye et al., 2002; Alvarenga, 2009). Estas elevadas concentrac@es salinas podem afetar o
metabolismo e/ou a permeabilidade das membranas nas plantas. Ye et al. (2002) referem que,
para valores de condutividade elétrica de 4 dS m™, se verifica a inibicdo de crescimento e da
germinacdo, 0 que afeta a produtividade da maioria das culturas. Williamson e Johnson
(1981) referem que, para valores de condutividade elétrica superiores a 16 dS m™, nido se
verifica qualquer tipo de crescimento de plantas.

e Matéria organica - os solos afetados por atividades mineiras apresentam, normalmente,
teores muito baixos de matéria organica sendo, consequentemente, deficientes nos nutrientes
essenciais para as plantas, como sejam N, P, K, Ca e Mg (Sutton e Dick, 1987; Pichtel et al.,
1994; Tordoff et al., 2000; Ye et al., 2002; Chan et al., 2003; Wong, 2003; Alvarenga, 2009).
O deficiente teor em matéria organica e em minerais de argila fazem com que estes solos
possuam capacidades de troca cationica baixas, 0 que os impede de armazenar alguns
nutrientes essenciais (Williamson e Johnson, 1981; Alvarenga, 2009).

e Metais e/ou metaldides - elevadas concentracbes em metais e/ou metaldides que diferem
de local para local em funcéo do tipo de minério que ai era explorado, bem como dentro do
préprio couto mineiro (Pichtel et al., 1994; Tordoff et al., 2000; Ye et al., 2002; Johnson,
2003; Alvarenga, 2009). Estes teores podem variar entre 0,1-0,5% (p/p), nalgumas
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escombreiras mais modernas, até valores superiores a 5% (p/p), em escombreiras de antigas
minas abandonadas, quando o processamento do minério era menos eficiente do que na
atualidade (Williamson e Johnson, 1981; Tordoff et al., 2000; Alvarenga, 2009).

3.3. Propriedades biologicas

Os solos afetados por atividades mineiras, exibindo, na maioria dos casos, uma acidez
elevada, possuem uma atividade biologica reduzida, que persiste durante largos anos, mesmo
apos a cessacdo da atividade no local (Sutton e Dick, 1987; Alvarenga, 2009). Esta atividade
bioldgica é essencial para que haja decomposicdo dos detritos de natureza organica no solo, a
qual liberta os nutrientes vegetais que sdo assim reciclados no ambiente, e para a melhoria das
propriedades fisicas do solo.

Sutton e Dick (1987) referem estudos de varios autores, os quais testemunham essa
reduzida atividade bioldgica. Também a atividade e o crescimento microbiano diminuem em
consequéncia da atividade mineira, e permanecem baixos em escombros &cidos que nao
suportam vegetacdo, com excec¢do de alguns microrganismos acidéfilos (Sutton e Dick, 1987;
Johnson, 2003; Alvarenga, 2009). De todos estes microrganismos acidofilos, que oxidam os
minerais de pirite, 0 mais conhecido é a bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans (antes
conhecida por Thiobacillus ferrooxidans), que foi a primeira bactéria com essa capacidade a
ser descoberta (Johnson, 2003; Alvarenga, 2009). O mesmo autor faz referéncia a outras
bactérias acidofilas com capacidade para colonizar escombros de pirite (Johnson, 2003;
Alvarenga, 2009). Porém, relativamente a outros microrganismos, 0s escombros mineiros
apresentam um nuamero inferior de bactérias, actinomicetes e fungos do que os solos nédo
perturbados ou do que os escombros revegetados (Sutton e Dick, 1987; Alvarenga, 2009).

Outros indicadores de perturbacdo bioldgica s@o a taxa respirométrica e a atividade
enzimatica, as quais também sdo menores em solos afetados por atividades mineiras. Este
facto pode ser atribuido ao elevado teor em metais sollveis, que ocorrem a valores de pH
baixos ou, segundo outros autores, ao teor insuficiente de azoto no solo (Sutton e Dick, 1987,
Alvarenga, 2009).

3.4. Comportamento dos metais no solo

O solo é uma mistura heterogénea de particulas minerais e de material organico, de

constituicdo e complexidade muito diversa, que se encontram agregados de forma mais ou
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menos intrinseca e constituem a chamada fase solida do solo. Os poros existentes entre estes
agregados (e dentro deles) sdo ocupados quer por ar, quer por agua (Brady, 1990).

A fracdo mineral solida do solo pode incluir, em proporcdes extremamente variaveis,
fragmentos de rocha, minerais primarios, minerais secundérios, 6xidos e sais ndo combinados.
Os minerais primarios possuem a mesma constituicdo da rocha mée do solo, encontrando-se
expostos a uma progressiva alteracdo, provocada por diversos fendmenos fisico-quimicos e
bioldgicos, dando origem aos minerais secundarios (minerais de argila, 6xidos de Fe, Al e Mn
e, por vezes, carbonatos). Os minerais secundarios, resultantes da alteragdo dos primarios, sdo
fragmentos ou particulas de formas e dimensdes extraordinariamente variaveis, desde pedras e
cascalho até materiais tdo finos que apresentam propriedades coloidais (Alvarenga, 2010).

A matéria organica do solo é constituida por residuos de plantas e de animais mortos
parcialmente desintegrados e por outros compostos organicos sintetizados pelos
microrganismos decompositores presente no solo. Este material organico esta continuamente
a ser decomposto e resintetizado. Assim, a matéria organica é constituida quer por compostos
simples, que a curto ou a médio prazo sdo mineralizados, quer por compostos bastantes
complexos (o chamado himus) e resistentes a degradacdo durante muitos anos (Brady, 1990).
Estes componentes sélidos coloidais, minerais e organicos, encontram-se associados na forma
de agregados que sao estabilizados por catiGes (complexo argilo-himico), criando um sistema
de poros de tamanho variado, que se encontram cheios de ar ou de agua (Alloway, 1995;
Alvarenga, 2009). Este meio ndo seria 0 que é se ndo fosse habitado por uma variedade
enorme de macro e microrganismos e pelas raizes das plantas, responsaveis por uma serie de
reacOes importantissimas para a formacao e vida do solo e, em ultima analise, para a vida na
Terra.

O termo metal pesado é muito impreciso e pode levantar grandes objecBes. E
originalmente um termo baseado na densidade do elemento, o que possui um significado a
nivel biologico pouco significativo. Aplica-se geralmente ao grupo de metais com uma
densidade atémica superior a 5 g/cm?®, ou seja, 5 vezes superior & da 4gua. Hoje em dia utiliza-
se, embora de forma ndo consensual, para designar metais com nimero atomico > 20. Embora
ndo seja um termo muito preciso, € muito facilmente reconhecido e associado a elementos
como o Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Zn e Pb, por exemplo, elementos esses normalmente associados a
problemas de poluicdo e toxicidade (Alvarenga, 2007).

No grupo dos metais pesados encontram-se alguns micronutrientes, como é o caso do
Mn, Zn e Cu. Alguns metais pesados desencadeiam toxicidade preferencialmente nas plantas,

podendo afirmar-se que sdo fitotoxicos. E o caso, por exemplo, do Cu, Ni e Zn. Outros
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metais, como o Cd e o Hg, sdo mais zootoxicos e sdo, geralmente, fonte de maior

preocupacédo para o Homem (Alvarenga, 2007).

Os metais no ambiente do solo existem como componentes de diferentes fracOes

(Alloway, 1995; Salt et al., 1995; Alvarenga, 2009):

34.1.

i0es metélicos livres, ou complexos soltveis desses iGes na solucgao do solo;

ibes metalicos a ocupar locais de permuta ionica e especificamente adsorvidos em
constituintes inorganicos do solo;

metais ligados a compostos organicos;

na forma de compostos precipitados ou insollveis, nomeadamente 6xidos, carbonatos
e hidroxidos;

metais na estrutura cristalina de minerais.

Fatores que influenciam a biodisponibilidade do metal

A fracdo a qual estad associado um metal é muito importante na determinacdo da sua

mobilidade e disponibilidade no solo, sendo influenciada por fatores como sejam (Alloway,
1995; Hursthouse, 2001; Adriano et al., 2004; Tabak et al., 2004; Alvarenga, 2009):

0 pH;

0 teor em matéria organica e a sua Composi¢ao;

0s minerais de argila;

a presenca e a natureza de 6xidos e hidroxidos de Fe/Mn/Al;
0 potencial redox;

a concentragdo de sais e de agentes complexantes;

0 teor em catibes e anides da solucéo do solo.

Essa influéncia é exercida ao nivel das constantes de equilibrio das diferentes reacoes

que transferem os metais de uma fase para outra: precipitacdo e dissolucdo, complexacgéo e

descomplexacdo, adsorcdo e dessor¢do (Domingues, 1999; Alvarenga, 2009).
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3.4.2. Processos que influenciam a mobilidade e biodisponibilidade dos metais no solo

Os fatores descritos anteriormente podem influenciar a mobilidade e
biodisponibilidade dos metais no solo ao nivel das constantes de equilibrio das diferentes
reacOes que transferem os metais de uma fase para a outra. Essas reacdes sdo: precipitagéo e

dissolucdo, complexacao e descomplexacdo, adsorcédo e dessorcao.

Na Figura 2. encontram-se esquematizadas as reacdes que transferem os metais entre

as diferentes formas no solo.

Plantas Microrganismos
\bsorcio A i\illli'il‘m’

Decomplexacio

Adsorgio
Matéria - Solugio do solo Coldéides organo-
— (ides e minerais

Decomposiciio .
Decomposicio

orgénica e
himus

complexos) Dessorciio

Complexacio

Precipitaciio
Dissolucio

Minerais

cristalinos e

precipitados

Figura 2. Equilibrio dindmico dos metais no solo (adaptado de Alloway (1995) e de
Domingues (1999)).

Como se pode verificar, os processos fisico-quimicos que influenciam a mobilidade e
biodisponibilidade dos metais no solo sdo a adsor¢do, a complexacdo e as reagdes de
precipitacao.

As reacdes de precipitacdo ocorrem quando a solucdo se apresenta sobressaturada
relativamente a fase sélida, sendo as concentragdes de equilibrio reguladas pelas constantes de
solubilidade dos respetivos sais (Adriano et al., 2004; Alvarenga, 2009).

Existe um grande nimero de ligandos no solo, organicos ou inorganicos, com 0s quais
0s metais se podem ligar formando um complexo - reagcdes de complexacdo. Os compostos

organicos existentes no solo possuem uma afinidade muito elevada para catides metalicos,
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devido a presenga de ligandos ou grupos que formam quelatos com o metal. Com o aumento
do pH, os grupos funcionais carboxilicos, fendlicos, alcodlicos e carbonilicos da matéria
organica dissociam-se (perdem o protdo e adquirem por isso carga negativa), aumentando,
assim, a sua afinidade como ligandos para os catiGes metélicos. A ordem geral de afinidade
dos catides metélicos por ligandos organicos é a seguinte (Adriano et al., 2004; Alvarenga,
2009):

Cu?" > Cd** > Fe?" > Pb?" > Ni*" > Co%* > Mn?" > Zn?*

A adsorcdo refere-se a um ido associado a uma superficie solida (organica ou
mineral), quer por interacdo quimica por partilha de eletrdes (ligacdo covalente), quer por
atracdo electroestatica (ligacdo ionica), a qual envolve um ido e uma superficie com carga
oposta. Utiliza-se a designacao de atracdo ndo-especifica quando a carga dos ifes neutraliza a
carga das particulas do solo através de atracdo electroestatica (permuta cationica), enquanto a
adsorcao especifica envolve a formacdo de ligacdo quimica, por partilha de eletrdes, entre os
ibes e os locais de permuta na superficie das particulas do solo (Adriano et al., 2004;
Alvarenga, 2009).

Considerando a informacdo anterior, podemos analisar as transferéncias de metais que
se verificam entre as diferentes fases do solo (Fig. 2): quando um elemento excede a
concentracdo de equilibrio na solucdo do solo pode precipitar e, se a concentracdo desse
elemento na solucdo do solo for inferior ao equilibrio de solubilidade da fase sélida, pode
dissolver-se (precipitacao/dissolucdo). Quando as plantas absorvem metais da solugdo do solo
a sua concentracdo junto as raizes diminui e, por sua vez, 0s metais adsorvidos nos locais de
permuta iénica sofrem um processo de dessorcdo, indo substituir os que foram deslocados da
solucéo do solo. A remocédo dos metais da solucdo do solo também induz a sua dissolucéo a
partir dos compostos precipitados, com reposicao dos ides na solucdo do solo e nos locais de
permuta ionica (adsorgdo). Os microrganismos também removem metais da solugéo do solo,
0s quais, por decomposi¢do da matéria organica, sdo de novo repostos na solucéo do solo. As
atividades enzimaticas e metabdlicas podem, portanto, exercer um efeito importante nos
equilibrios de transferéncia dos metais entre as diferentes formas no solo (Domingues, 1999;
Adriano et al., 2004; Alvarenga, 2009).

Tanto as propriedades do solo, como a composic¢éo da solugéo do solo, séo decisivas
na definicdo do equilibrio dos metais entre a solugédo do solo e a fase solida. A concentracéo

de metais em solucdo é muito influenciada pelo pH e pela natureza dos anifes organicos e
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inorganicos existentes no solo. O efeito que o aumento do pH do solo, a valores de pH>6,
provoca no abaixamento da atividade de ides livres em solucéo estd intimamente relacionado
com o aumento das cargas superficiais nos éxidos de Fe, Al e Mn, complexacdo pela matéria
organica, ou precipitacdo (Adriano et al., 2004; Alvarenga, 2009).

E referido, por diversos autores, o facto da associacdo de metais a fracdo solida em
solos e sedimentos ser tipicamente dominada por processos de adsorcdo (Alloway, 1995;
Domingues, 1999; Tabak et al., 2004), constituindo este 0 processo quimico que mais
influéncia exerce sobre o comportamento e a biodisponibilidade dos metais nos solos. Porém,
dependendo das propriedades do contaminante e da especificidade do local, a precipitacdo
podera desempenhar um papel predominante no controle da concentragdo dos metais em
solucdo (Tabak et al., 2004; Alvarenga, 2009).

3.4.3. Toxicidade e tolerancia aos metais nas plantas

Um ambiente poluido ndo significa necessariamente auséncia de crescimento de algum
tipo de vegetagdo. A composi¢do elementar das plantas é, no entanto, muito diferente da dos
solos em que estas crescem, podendo apresentar ou ndo alguma relagdo com ela. Muitas
destas diferencas podem ser atribuidas a capacidade que as plantas tém de absorver, de forma
diferencial, macro e micronutrientes essenciais a partir do solo, entre 0s quais metais pesados
(Alvarenga et al., 1998). De acordo com Baker (1983), citado por Alvarenga et al. (1998) as
plantas s&o como “mineiras de [nutrientes] da crusta terrestre”, o que ¢ uma expressao muito

elucidativa do facto das plantas serem muito seletivas para os nutrientes que assimilam.

3.4.3.1. Toxicidade

Os metais sdo importantes para a vida saudavel da planta, mas o excesso ou a
deficiéncia destes tém efeitos profundos no crescimento e morfologia da mesma.
ConcentragOes excessivas de alguns metais nos solos, que produzem sintomas toxicos, podem
surgir devido a uma variedade de causas (Alvarenga et al., 1998).

A toxicidade e muitas vezes simplesmente definida como um efeito nocivo num
organismo, podendo ser aguda (dose elevada num tempo de exposi¢do curto, normalmente
letal), ou crénica (dose pequena durante um longo periodo de exposicdo, que pode ser letal ou

sub-letal). A toxicidade dos metais nas plantas resulta frequentemente em alteragbes na

19



Avaliacdo da biodisponibilidade de metais em solos contaminados por atividades mineiras

morfologia dos frutos, folhas ou raizes, que se demonstram de vérias formas (Alvarenga et al.,
1998).

A nivel celular podem identificar-se varios mecanismos possiveis através dos quais o
metal pode causar danos na planta: (1) bloqueio de grupos funcionais de moléculas
biologicamente importantes, como sejam enzimas, polinucle6tidos, ou sistemas de transporte
de ides de nutrientes; (2) desalojamento e/ou substituicdo de iGes metélicos essenciais de
biomoléculas e unidades funcionais celulares; (3) modificando a conformacéo ativa de
biomoléculas, especialmente de enzimas e acidos nucleicos; e (4) rompimento da membrana
de células ou de organelos celulares, com perda da sua integridade (Alvarenga et al., 1998).

No entanto, € preciso ter presente que “o quanto de efeito toxico” (ou “que
combinagdo de efeitos toxicos”) ¢ necessario para produzir danos visiveis e sintomas de
toxicidade variam de planta para planta, em combinacdo com o tipo de solo, condicGes
ambientais e ecdtipo (Alvarenga et al., 1998).

3.4.3.2. Tolerancia

Como alguns metais possuem propriedades muito proximas de outros que lhe sdo
esséncias, a planta pode tornar-se tolerante para aqueles que ndo séo essenciais. Tem sido
propostos varios mecanismos de tolerancia para explicar como é que algumas plantas
competem com 0 sucesso em condi¢cBes ambientais toxicas, sendo capazes de desenvolver
ecotipos tolerantes. Os mecanismos de tolerancia podem ser divididos em cinco tipos
principais (Alvarenga et al., 1998):

(1) Exsudacdo de ligandos organicos pela raiz: as moléculas organicas exsudadas pelas
células da raiz podem formar quelatos com os metais existentes na rizosfera, tornando-os
indisponiveis, ou menos disponiveis, para a absorcao pela raiz;

(2) O metal esta disponivel para a raiz mas ndo é captado: da-se por exemplo uma alteracéo da
parede celular que resulta numa diminuic¢éo da permeabilidade ao ido metélico toxico;

(3) O metal é captado mas é tornado “inofensivo” dentro da planta: da-se, por exemplo, a sua
deposicéo na parede celular ou nos vacuolos;

(4) O metal entra mas e seguidamente excretado: por exemplo, através do fendmeno da
exsudacéo, lixiviagdo ou queda da folha;

(5) O metal entra mas o metabolismo é alterado de forma a acomodar quantidades crescentes

do metal toxico: por exemplo, aumentando a quantidade das enzimas inibidas pelo metal.
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4. AVALIACAO DA QUALIDADE DO SOLO

A avaliacdo da qualidade do solo é necessaria em situacdes diversas, por exemplo,
quando se pretende avaliar o grau de contaminagéo de determinado solo, quando se pretende
utilizar solo escavado num determinado fim especifico, ou quando se pretende avaliar 0 uso
mais correto para determinada area (Alvarenga, 2010). Mas, como medir a qualidade do solo?

Ela pode ser medida de diferentes formas, dependendo principalmente do uso que se
pretende dar a esse solo. Em sentido lato, as propriedades fisicas e quimicas do solo
determinam a sua qualidade (Alvarenga, 2010).

As propriedades fisicas, como sejam a densidade, a textura e a estrutura influenciam o
seu arejamento, permeabilidade, infiltrabilidade, capacidade de retencdo de &gua e
propriedades construtoras, permitindo quantificar a sua qualidade. As propriedades quimicas
estdo relacionadas com as concentracfes dos constituintes organicos e inorganicos que
determinam caracteristicas como sejam a fertilidade do solo, atividade bioldgica, grau de
poluicdo, salinidade, corrosividade, as quais também podem ser quantificadas e relacionadas
com a qualidade do solo (Alvarenga, 2010).

Em Portugal, para além dos valores-limite de metais em solos existentes no Decreto-
Lei n® 276/2009, relativo a aplicacdo de lamas residuais em solos agricolas, e no definido na
Lei de Bases do Ambiente (Lei n° 11/87, 1987), uma lei geral, ndo existe qualquer outro tipo
de regulamentacdo especifica nesta matéria que indique valores maximos permitidos para
determinados compostos no solo. Em alguns paises (Holanda, Gra-Bretanha, Canada)
encontram-se definidas Listas de ConcentracOes de Referéncia, as quais tentam estabelecer
valores maximos para determinados contaminantes no solo que possam ser usados na
avaliacdo da sua qualidade, em fungdo do seu uso, ou estabelecer valores maximos, acima dos
quais seja necessaria a intervengao no local (Alvarenga, 2010).

Em Portugal foram aconselhados, pelo extinto Instituto de Residuos, os critérios de
qualidade Canadenses (Canadian Soil Quality Guidelines for the Protection of Environmental
and Human Health) (CCME, 2006). Estes critérios de qualidade apresentam valores de
referéncia para determinados contaminantes no solo, em fungé@o do uso que se pretende dar a
esse solo (e.g. uso agricola, uso habitacional/recreacional, uso comercial, ou uso industrial)
(Alvarenga, 2010).
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Na Tabela 1. encontra-se um excerto relativo aos valores de referéncia para os metais
totais, os quais sdo, como veremos mais adiante, criticaveis quando se pretende avaliar a sua

mobilidade e toxicidade do solo.

Tabela 1. Valores de referéncia para alguns metais existentes nas normas Canadenses
(Canadian Soil Quality Guidelines for the Protection of Environmental and Human Health
informacao actualizada em Novembro de 2006, acedida em:
http://www.ccme.ca/publications/ceqg_rcge.html?category id=124, a 20/07/2011) (CCME,
2006).

Uso do solo
Ano de revisao ) Habitacional/ ) )
Metal Agricultura Comercial | Industrial
ou publicacéo Parques
As 1997 12 12 12 12
Ba 2003 750 500 2000 2000
Cd 1999 1,4 10 22 22
Cr Total 1997 64 64 87 87
Cr (V1) 1999 0.4 0,4 1,4 1.4
Cu 1999 63 63 91 91
Pb 1999 70 140 260 600
Hg 1999 6,6 6,6 24 50
Ni 1999 50 50 50 50
Se 2002 1 1 3.9 3,9
Zn 1999 200 200 360 360

4.1. Funcgdes do solo

A apreciacdo da qualidade de um solo nunca pode ser feita de uma forma indissociada
da funcdo ou uso que se pretende dar a esse solo. Numa escala mais pratica consideramos
questdes como sejam (Alvarenga, 2007; 2009; 2010):

(i) A capacidade do solo para produzir produtos alimentares de qualidade;
(i) As propriedades e limitagdes de construgéo nesse solo;

(iii) A capacidade desse solo para manter um ecossistema ou 0 uso desejado da terra.
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Podemos, por isso, avaliar se o “desempenho” das fungdes do solo ¢ ou ndo o
adequado e tomar esse como um parametro de qualidade do solo.

As funcges do solo séo descritas pela FAO (1995) como sendo:

1. Funcéo de producéo: o solo suporta a producdo agricola, florestas e pastagens,
que direta ou indiretamente providenciam os materiais de origem bioldgica, incluindo

alimentos, de que o homem necessita.

2. Funcéo de ambiente bidtico: o solo constitui a base da biodiversidade terrestre,
fornecendo habitat bioldgico e reserva genética para plantas, animais e microrganismos,

acima e abaixo do solo.

3. Funcéo de regulacéo climatica: o solo, e o uso feito dele, sdo simultaneamente, a
fonte e o destino final dos gases de efeito de estufa, possuindo um papel determinante no
balanco energético global (reflexd@o, absorcdo e transformacdo da energia radiante do sol)

bem como do ciclo hidroldgico global.

4. Funcdo hidroldgica: o solo regula o armazenamento e o fluxo das aguas

subterraneas, influenciando a sua quantidade e qualidade.

5. Fun¢do de armazenamento: o solo constitui uma fonte de matérias-primas, tanto

inertes (e.g. areia, calcario, marmore) como minérios (e.g. Cu, Zn e Pb).

6. Funcédo de controlo da poluigdo: o solo atua como recetor, como filtro e como

tampéo, permitindo a transformacéo de alguns compostos perigosos.

7. Funcgdo de construcdo de habitacdo: o solo constitui a base fisica da edificacdo de

estruturas para habitacdes, vias de comunicagdo, fabricas, estruturas desportivas, etc.
8. Funcéo de arquivo patrimonial: o solo constitui 0 meio de armazenamento do

patrimonio historico da humanidade, estudado na arqueologia, constituindo uma fonte de

informacdo de ocupacdes de solo ancestrais, bem como de alteracGes climaticas passadas.
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9. Funcdo de conexdo espacial: o solo proporciona 0 espago para o0 transporte de
pessoas, bens materiais, e para 0 movimento de plantas e animais entre areas de

ecossistemas naturais discretos.

Duma forma mais resumida as funcbes basicas do solo podem ser divididas em
funcdes socioeconomicas e funcdes ecoldgicas. Estas ultimas sdo as mais vulneraveis, as
mais dificeis de preservar, e as que colocam restricdes mais severas relativamente a presenca

de poluentes quimicos no ambiente (van Straalen, 2002).

A norma ISO/DIS 17402 (2006) resume as chamadas fun¢des ecoldgicas, a duas, que

se definem da seguinte forma:

Funcéo habitat: capacidade de um solo para servir como habitat de microrganismos,

plantas, e animais, bem como das suas interacGes mutuas (biocenose);

Funcéo de retengdo: capacidade de um solo para adsorver poluentes de uma forma
que eles ndo possam ser mobilizados pela agua, de infiltracdo ou de escorréncia, nem

translocados para a cadeia alimentar terrestre.

4.2. Biodisponibilidade

O teor total de muitos compostos quimicos no ambiente ndo permite tirar concluses
relativamente a sua toxicidade, uma vez que apenas a fracdo biodisponivel desse composto
podera provocar stress e alteragdes fisiologicas nos organismos (Alvarenga, 2010).

Biodisponibilidade € a medida da quantidade de determinado contaminante presente
no solo que pode ser absorvida ou metabolizada pelo Homem ou por outros recetores
ecoldgicos, ou que se encontra disponivel para interagir com os sistemas biologicos (ISO
11074, 2004). A biodisponibilidade ndo pode ser discutida sem antes se definir para quem é
que essa disponibilidade € relevante, podendo esta incidir sobre diferentes alvos a proteger
(Alvarenga, 2010):

Homem e organismos superiores:
e Homem;

e Animais de pasto;
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e Vida selvagem.
Funcéo habitat do solo:

e Invertebrados;

e Microrganismos do solo;

e Vegetacao;

e Cadeia alimentar.
Funcéo retencao:

e Organismos aquaticos;

e Agua superficial e subterranea.

Ou seja, a biodisponibilidade podera ser descrita de uma forma mais especifica
considerando (ISO 11074, 2004):

e (Bio)disponibilidade para determinados organismos alvo ou bidtipos especificos
(funcéo habitat ou fungéo retencdo);
¢ (Bio)disponibilidade para organismos com capacidade para transformar ou mineralizar
determinados contaminantes (funcéo habitat);
e (Bio)disponibilidade para transferéncia para as plantas (funcdo habitat);
e (Bio)disponibilidade para transferéncia para o0 Homem (ingestdo, inalacdo, contacto
dérmico) (funcéo habitat);

¢ (Bio)disponibilidade para processos de lixiviacdo (funcdo retencéo).

4.2.1. Definicdes de biodisponibilidade

A definicéo de biodisponibilidade que vimos anteriormente (ISO/DIS 17402, 2006), é
bastante abrangente, mas nédo é suficientemente explicita de tal forma que nos fornega uma
grandeza fisica que nos permite medir a biodisponibilidade. A biodisponibilidade depende do
organismo alvo em causa e do contaminante especifico, e inclui os seguintes aspetos que
constituem incertezas na avaliacdo da biodisponibilidade (Alvarenga, 2010):

e Tempo de exposi¢éo;

Transferéncia do contaminante do solo para o0 organismo;

Acumulacdo do contaminante no organismo e seus efeitos subsequentes;

Alguns organismos, como as plantas, podem modificar as caracteristicas do solo (e.g.

pH) tornando os contaminantes mais ou menos biodisponiveis.
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A biodisponibilidade é um processo dinamico, que pode ser descrito através dos seguintes
trés passos basicos (Fig. 3) (Alvarenga, 2009; 2010):

e Disponibilidade do contaminante no solo — Disponibilidade ambiental,

e Assimilacdo do contaminante pelo organismo — Biodisponibilidade ambiental;

e Acumulacdo e/ou efeito do contaminante no organismo — Biodisponibilidade

toxicoldgica.

com componentes do sole

Concentragio polencialmente biodisponivel no solo

¥
Cadeia alimentar

Figura 3. Da concentracdo total no solo ao efeito (adaptado de ISO/DIS 17402, 2006;
Harmsen, 2007).

Uma vez que a exposicao total do organismo ao contaminante depende do tempo, a
fracdo disponivel ndo é uma fracdo fixa, devendo ser dividida em mais do que uma fracdo. A
abordagem mais simples consiste em considerar (ISO/DIS 17402, 2006):
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e Fracdo efetivamente biodisponivel;
e Fracdo potencialmente biodisponivel;

e Fracdo ndo disponivel.

A fragdo potencialmente disponivel inclui a fragdo efetivamente disponivel, ndo
podendo exceder a concentracdo total. Considerando a interacdo organismo/solo, é importante
definir uma zona, no solo, que esta sob a influéncia direta do organismo: zona de influéncia
bioldgica (Fig. 3). Esta zona compreende a agua intersticial e, dependendo do organismo,
parte da matriz do solo.

Consequentemente, a concentracdo biodisponivel pode ter diferentes valores, dando
origem ao aparecimento de diferentes “biodisponibilidades”, dependendo do tipo de
organismo alvo e da escala de tempo o que, em consequéncia, d& origem a possibilidade de
aparecerem numerosas definices de biodisponibilidade diferentes (definigdes operacionais)
(ISO/DIS 17402, 2006).

4.2.2. Relacéo entre biodisponibilidade e efeito bioldgico e/ou bioacumulacéo

Na avaliacdo da biodisponibilidade num determinado tipo de solo, ndo devera ser
utilizado apenas um método, devendo, para além disso, ser utilizado ndo sé o conceito de
“biodisponibilidade”, mas também o conceito de “biodisponivel para”, referindo-se ao
organismo ou grupo de organismos em relacdo aos quais se estd a avaliar a
biodisponibilidade. A Unica forma direta que existe para a avaliacdo da biodisponibilidade,
relativamente a um determinado organismo que se pretende proteger, é a utilizacdo desse
organismo, 0 qual se expOe ao contaminante, efetuando-se a medicdo do efeito e/ou da
acumulacdo (i.e. biodisponibilidade toxicoldgica) (1ISO/DIS 17402, 2006; Alvarenga, 2009).

Se tal ndo for possivel quer por razbes éticas (e.g. utilizacdo de seres humanos em
experimentacao) ou quer por razdes ecoldgicas (e.g. demasiadas espécies para serem testadas
no ecossistema), uma das possiveis solugdes passa pela utilizacdo de espécies substitutas, as
quais podem servir como indicadores dos efeitos potenciais e/ou acumulagdo no organismo
que pretendemos proteger, ou num determinado grupo de organismos, ou no ecossistema
total. Se a biodisponibilidade ambiental para um determinado organismo, ou um grupo de
organismos do solo, puder ser mimetizada utilizando um processo quimico, entdo a avaliagdo
da biodisponibilidade pode ser feita recorrendo a utilizacdo de ensaios quimicos. A condi¢do

exigida para que isso se possa fazer prende-se com a necessidade da existéncia de uma
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correlacdo entre o resultado do ensaio quimico e a biodisponibilidade ambiental (zona B da
Fig. 4) (Alvarenga, 2010).
A Figura 4. mostra a relacdo existente entre biodisponibilidade, efeitos bioldgicos e

bioacumulagéo.
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Figura 4. Representacdo da resposta de um ensaio quimico e de um bioensaio a concentracdo
total do contaminante (adaptado de ISO/DIS 17402, 2006).

Legenda:

Zona A: o contaminante é detectado, mas ndo existe ainda nenhum efeito detectavel;

Zona B: as curvas de dose-resposta sdo paralelas para os ensaios quimicos e bioldgicos: nesta
gama de concentracfes 0 ensaio quimico constitui um bom substituto do ensaio bioldgico;
Zona C: a resposta dos bioensaios perde a linearidade relativamente a concentracdo e a

correlacéo é perdida.

Através da analise da Figura 4. é possivel verificar que apenas na parte B do gréafico é
gue os testes quimicos e biolégicos fornecem respostas paralelas, o que significa que os
métodos quimicos podem ser utilizados em substituicdo dos bioldgicos (ISO/DIS 17402,
2006; Harmsen, 2007; Alvarenga, 2009). A concentracdo interna, que resulta da entrada e
acumulacdo do contaminante no organismo, pode ser utilizada na ligacéo ao efeito observado,
desde que o organismo ndo tenha capacidade de eliminacdo do contaminante (Alvarenga,
2009).
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4.2.3. Avaliagéo da biodisponibilidade

A Dbiodisponibilidade pode ser avaliada de duas formas complementares, usando
métodos quimicos ou métodos bioldgicos (Alvarenga, 2009; 2010):

Métodos quimicos (e.g. métodos de extracdo) que avaliam a fragdo disponivel de uma
determinada classe de contaminantes para determinados recetores especificos (e.g. macro- e
meso-fauna do solo) ou a sua mobilidade no solo. Normalmente estes métodos quimicos séo
desenvolvidos por forma a prever a quantidade de contaminante potencialmente ingerido pelo
organismo. Apesar de serem métodos empiricos, os resultados analiticos obtidos podem ser
correlacionados com os efeitos. Os métodos quimicos podem substituir os métodos
bioldgicos, se tiver sido demonstrada a existéncia de correlacéo entre os resultados quimicos e
o efeito acumulacéo, como vimos anteriormente.

Métodos bioldgicos, os quais expdem os organismos ao solo (métodos diretos) ou aos
eluatos do solo (métodos indiretos), por forma a monitorizar os efeitos. Se se observar
acumulacdo do contaminante e/ou efeitos (e.g. mortalidade, inibicdo do crescimento), €
provavel que exista biodisponibilidade de determinado(s) contaminante(s), mesmo que este(s)

ndo consiga(m) ser quimicamente identificados.

4.2.3.1. Utilizacdo de métodos quimicos na avaliacdo da (bio)disponibilidade ambiental

Sdo varios os métodos desenvolvidos com o propoésito de avaliar a disponibilidade
ambiental de um determinado contaminante. Os mais simples sdo os ensaios de lixiviacdo, 0s
quais foram desenvolvidos para prever o transporte de contaminantes do material solo (e.g.
solo ou residuos) para a agua. Embora sejam véarias as metodologias usadas nos ensaios de
lixiviagdo, todas elas utilizam agua destilada como extratante (Alvarenga, 2009; 2010), tendo
sido objeto de normalizagéo os principais sistemas de normas internacionais (DIN 38414-S4,
1984; ISO/TS 21268-1, 2007; ISO/TS 21268-2, 2007; ISO/TS 21268-3, 2007; ISO/TS 21268-
4, 2007). Os eluatos obtidos recorrendo aos ensaios de lixiviacdo referidos sdo considerados
apropriados para uso nos ensaios de ecotoxicidade (ISO/DIS 17402, 2006).

As metodologias de extracdo quimica de passo Unico ou sequenciais sdo utilizadas
para prever a retencdo/libertacdo de metais em solos, sedimentos ou lamas, avaliar a sua
biodisponibilidade ou efetuar a sua especiagdo (Alvarenga, 2009; 2010).

A extracdo da fracdo mdvel/ efetivamente biodisponivel pode ser efetuada utilizando

solugdes salinas, como por exemplo de CaCl,, NH4sNO3; ou NaNOs, que simulam a
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concentracdo de metal existente na solugdo do solo e, como tal nos permitem avaliar a
concentracdo de metal que se encontra disponivel para absorcdo pelas plantas (Alvarenga,
2009).

A extracdo da fragdo mobilizavel/ potencialmente biodisponivel envolve ndo s6 a
fracdo do contaminante existente na solugdo do solo, e em equilibrio com ela, mas também a
fracdo do contaminante que podera para ela ser extraida com a modificacdo das condicOes
ambientais (e.g. aumento da acidez do solo, aumento da matéria organica soltvel) (ISO/DIS
17402, 2006; Alvarenga, 2009).

Esta fracdo mobilizdvel pode ser extraida, por exemplo, utilizando uma solucéo
extratante composta por NH,CH3;COO + EDTA (acidificada) ou uma solu¢do de EDTA (pH
7) (Gupta et al., 1996; Alvarenga, 2009). Porém, estes métodos de extracdo sao empiricos e
conseguem apenas estimar a disponibilidade de nutrientes ou poluentes para 0s organismos ou
a forma/fragdo de um metal especifico numa matriz de interesse. Para além disso, 0s
resultados que se podem obter sdo muito dependentes do protocolo utilizado na extracéo.
Estes fatores tém contribuido para o facto de ainda nao haver nenhum protocolo de extracdo
quimica normalizado na avaliacdo da (bio)disponibilidade ambiental de compostos no solo
(Alvarenga, 2009).

4.2.3.2. Utilizacdo de métodos ecotoxicologicos na avaliacdo da biodisponibilidade

toxicologica

Como foi justificado, as analises quimicas podem ser insuficientes para a
caracterizacdo do risco ecolégico de um solo ou de um residuo, uma vez que elas nao
permitem uma avaliagdo dos efeitos combinados dos diferentes constituintes/contaminantes ai
existentes, que exercem um determinado efeito no ambiente, consequéncia da sua
biodisponibilidade (Alvarenga, 2010). Os ensaios ecotoxicoldgicos podem mitigar este
constrangimento, devendo ser utilizados, em combinacdo com a caraterizagdo quimica, na
avaliacdo da qualidade de um solo ou de um residuo, na analise do seu risco ecoldgico, bem
como na avaliacdo da eficacia das acOes de remediacdo preconizadas para um determinado
local (Alvarenga, 2009). Em particular, a biodisponibilidade devera ser considerada de uma
forma mais ampla, por forma a incluir uma gama variada de recetores ecoldgicos e de niveis
tréficos (ISO/DIS 17402, 2006).

Os testes de ecotoxicidade de solos descritos na literatura podem ser classificados

como (van Gestel et al., 2001; Alvarenga, 2009):
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e Testes agudos ou como testes cronicos, dependendo do tempo de exposicdo do
organismo ao contaminante,

e Ensaios diretos, que colocam o organismo em contacto direto com o solo a testar -
testam a fungéo habitat do solo, ou

e Ensaios indiretos, que utilizam espécies aquéticas, as quais sdo colocadas em
contacto com os extratos do solo — testam a funcéo de retencdo desse solo. Recomenda-se
0 uso de uma bateria de testes, incluindo varias especies representativas do ecossistema
em avaliacdo, ensaios agudos, cronicos e reprodutivos e, se possivel, utilizacdo de

organismos terrestres e aquaticos.

Podem utilizar-se diferentes organismos do solo:
e Microrganismos do solo: estes ensaios avaliam processos como a mineralizacdo do
azoto e a nitrificacdo (ISO 14238, 1997; 1SO 15685, 2004), a determinacdo da biomassa
microbiana (ISO 14240-1, 1997; ISO 14240-2, 1997), ou a atividade enzimaética da
desidrogenase (ISO 23753-1, 2002);
e Mesofauna do solo: reproducdo de Enchytraeus albidus (ISO 16387, 2004) e de
Folsomia candida (ISO 11267, 1999);
e Macrofauna do solo: mortalidade (ISO 11268-1, 1998), reproducdo (ISO 11268-2,
1998) e evitamento (ISO/DIS 17512, 2003) de Eisenia fetida;
e Plantas: emergéncia e crescimento de mono e dicotiledoneas (ISO 11269-1, 1993;
ISO 11269-2, 1995; ISO/DIS 15799, 1999).

4.2.3.3. Ensaios ecotoxicoldgicos que utilizam plantas

Os ensaios ecotoxicologicos que recorrem a utilizacdo de plantas sdo considerados
ferramentas versateis na avaliacdo da contaminacdo de um solo, permitindo-nos identificar o
efeito dos contaminantes presentes (Kapustka e Reporter, 1993; Dorn et al., 1998; van Gestel
et al., 2001; Loureiro, 2004; Alvarenga, 2009). Para além disso, € importante o papel
desempenhado pelo solo como matriz fisica para o desenvolvimento da planta. Solos com
uma estrutura deficiente, e com macro e micro-porosidade insuficientes, podem afetar a
germinacdo da semente, a penetracdo e o crescimento da raiz, a capacidade de retencdo de
agua essencial para suprir as necessidades hidricas da planta, as trocas gasosas ao nivel da raiz
e, Como consequéncia, terem um impacte consideravel sobre a biomassa vegetal da cultura
(Alvarenga, 2009).
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A selecdo de uma planta monocotiledonea e de outra dicotiledonea permite a obtencéo
de uma informacdo mais ampla acerca do impacte do material em analise nas fases iniciais do
desenvolvimento de diferentes tipos de plantas (Alvarenga, 2009).

Alguns autores utilizaram os ensaios de germinacdo ou alongamento de raiz como
ensaios de toxicidade direta, colocando as sementes, durante cinco dias, diretamente em
contacto com o solo (Phillips et al.,, 2000; Alvarenga, 2009). Neste caso, 0s autores
consideraram, face aos resultados obtidos com Latuca sativa L., ser este um dos testes mais
fidveis na avaliacdo da toxicidade de solos.

De acordo com Kapustka e Reporter (1993), os ensaios de germinacgdo, muitas vezes
valorizados por representarem uma fase muito critica e sensivel do ciclo de vida das plantas,
sdo, de facto, insensiveis a muitas substancias toxicas. Este facto pode ser explicado por dois
motivos principais:

1. Muitos compostos quimicos podem ndo chegar a ser absorvidos pela semente;
2. A planta embrionaria supre as suas necessidades nutricionais internamente, dos
materiais de reserva da semente, facto que, de certa forma, provoca o seu isolamento do

ambiente em que se encontra.

4.2.3.4. Ensaios ecotoxicoldgicos que utilizam a fauna do solo

Dentre os organismos de solo, as minhocas compreendem de 40% a 90% da biomassa
de macrofauna da maioria dos ecossistemas tropicais (Fragoso et al., 1999). A sua
importancia é imensa visto que tém papel destacado na formacéo do solo; na decomposicdo
de residuos de plantas e reciclagem de nutrientes da matéria organica; na formacao do humus
e de agregados de solo, onde a atividade biol6gica é mais intensa; no melhoramento da
estrutura, fertilidade, porosidade e capacidade de infiltracdo, drenagem e retencédo de agua, ar
e também no transporte de microrganismos e nutrientes do solo por meio dos canais formados
pela escavacgéo e pelos seus deslocamentos no solo (Ingham, 2006).

Assim, os testes da OECD (Organizacdo Europeia de Cooperacdo e Desenvolvimento
Economico), da EPA (Agéncia Americana de Protecdo do Ambiente) e da ISO (Organizacéo
Internacional para Padronizacao) entre outros, adotaram a espécie Eisenia fetida para os testes
de toxicidade aguda e, posteriormente, para os testes de reproducdo e evitamento.

Entretanto, com o decorrer do tempo sobre a proposicéo e adogdo desses testes, muitas
criticas foram elaboradas a partir de resultados de varios estudos. O teste de toxicidade aguda,

por exemplo, € criticado principalmente porque se baseia em dados de mortalidade apos
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apenas 14 dias de contacto de apenas uma espécie de minhoca (geralmente E. fetida) com um
substrato totalmente artificial (mistura de proporcdes fixas de turfa, caulino e areia industrial,
com pH ajustado em 6 por adicdo de carbonato de célcio) tratado com o poluente. A
composicao desse substrato e o pH ndo representam, por exemplo, as condi¢fes naturais de
solos e as minhocas apenas representam uma parte da fauna do solo (Crouau et al., 1999).
Estes autores sugerem a utilizagdo de um ensaio baseado em artropodes do solo, como sejam
o colémbolo Folsomia candida. Lock e Janssen (2003), na avaliacdo da toxicidade de varios
tipos de sais de Zn em solos, usaram os trés tipos de organismos do solo sugeridos nas normas
ISO: Enchytraeus albidus, F. candida e E. fetida.

Porém, apesar das criticas, em estudos comparativos de Varios ensaios
ecotoxicoldgicos, Bierkens et al. (1998) verificaram que a perda de peso de E. fetida era um
dos ensaios mais sensiveis na avaliagdo da qualidade do solo e, outros autores, chegaram a
mesma concluséo, usando o teste de mortalidade de E. fetida (Dorn et al., 1998; Phillips et al.,
2000; Alvarenga, 2009).

Por outro lado, estes testes fornecem outras vantagens, tais como: a relativa facilidade
de criagdo de minhocas do género Eisenia; as condi¢Oes desses testes sdo internacionalmente
aceitas; permitem padronizacdo de estudos e comparagdes internacionais; fornecem
estimativas sobre toxicidade relativa as espécies endémicas; permitem avaliacfes preliminares
em relacdo a intervalos de doses do poluente em estudo, e fornecem estimativas iniciais sobre
o valor de NOEC (concentracdo sem efeito observavel) para exposicdo continua. Assim,
conforme ressaltam Reinecke e Reinecke (2004), embora se verifique atualmente uma
tendéncia para a utilizagdo de novos bioensaios, os testes de toxicidade com minhocas ainda

sdo considerados uma referéncia.

4.2.3.5. Utilizacdo de métodos bioquimicos na avaliacdo da qualidade do solo

Os microrganismos do solo incluem bactérias, actinomicetes, fungos, algas e
protozoarios. Dentre estes, as bactérias representam o grupo mais numeroso, desempenhando
um papel muito importante na decomposicéo e transformacéo de compostos no solo quer estes
sejam de origem natural ou de origem antropogénica. A avaliacdo da qualidade de um solo
devera, por isso, contemplar a caracterizacdo da sua atividade microbiologica, podendo esta
ser estimada com recurso a (Alvarenga, 2009; 2010):

e Quantificacdo da biomassa microbiana;
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e Determinacdo da atividade bioguimica relacionada com os ciclos dos nutrientes (e.g.
C,N,PeS);

e Medicdo da atividade enzimética de determinadas enzimas especificas (e.g. B-

glucosidase, fosfatases &cida, celulases, proteases, urease e desidrogenase).

Os parametros bioguimicos, segundo Gil-Sotres et al. (2005) podem ser classificados

em dois grandes grupos:

- Parametros bioquimicos gerais (e.g. C na biomassa microbiana, atividade da
desidrogenase, potencial de mineralizacdo do azoto). Dos parametros bioquimicos gerais, 0 C
na biomassa microbiana € considerado o mais rigoroso (41% dos autores), seguido pela
atividade da desidrogenase (28%) e pelo potencial de mineralizacdo do azoto (16%) .

- Parametros bioquimicos especificos (e.g. atividade das enzimas hidroliticas, como as

fosfatases, a urease e a B-glucosidase).

A maioria das enzimas encontra-se ativa nas células vivas, as chamadas enzimas
intracelulares. Porém, tanto os microrganismos como as plantas excretam um determinado
nimero de enzimas para o solo, as chamadas enzimas extracelulares, as quais promovem a
transformacdo de muitos dos compostos que ndo conseguem atravessar a membrana celular
microbiana (e.g. polimeros proteicos de elevado peso molecular, lenhinas, celulose) (van
Beelen e Doelman, 1997; Alvarenga, 2009). Estas enzimas extracelulares sofrem degradacéo
no solo, mas a sua adsorcao aos minerais de argila pode estabiliza-las (van Beelen e Doelman,
1997; Huang e Shindo, 2000; Alvarenga, 2009).

As fosfatases (28%), a B-glucosidase (16%) e a urease (11%) sdo as enzimas mais
frequentemente utilizadas de entre os parametros bioquimicos especificos, representando, de
forma adequada, os ciclos do P, C e N (Gil-Sotres et al., 2005; Alvarenga, 2009).

A fosfomonoesterase acida, ou fosfatase acida, € uma das muitas fosfatases que atua
no solo, constituindo enzimas chave no ciclo do fdésforo. A fosfatase &cida é uma das
principais responsaveis pela mineralizagdo dos compostos organicos fosfatados em solos
acidos. Esta tem sido uma das hidrolases utilizadas com maior frequéncia na previsdo de
alteracbes na qualidade de solos provocadas pelo maneio agricola ou pela presenca de
contaminantes, constituindo um bom indicador da qualidade e da quantidade da matéria

organica no solo. Ha referéncias ao facto da atividade desta enzima diminuir na presenca de
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Pb (Gil-Sotres et al., 2005; Alvarenga, 2009) e de outros metais pesados, entre eles Cd, Zn e
Cu (Renella et al., 2003).

Por seu turno, a B-glucosidase é uma enzima extracelular relacionada com o ciclo do
carbono, a qual desempenha um papel importante na degradacdo da matéria orgénica. A -
glucosidase esta envolvida no passo final da degradacdo da celulose, catalisando a hidrélise
de carbohidratos com ligagdes p—D-glucosido, como a celobiose, proporcionando substratos
energéticos para 0s microrganismos heterotréficos do solo. Esta tem sido uma das enzimas
envolvidas no ciclo do carbono mais utilizada na avaliagcdo da qualidade de solos (Alvarenga
et al., 2009). Alguns autores referem que a atividade desta enzima é marcadamente reduzida
para elevadas concentracGes de metais pesados (Kuperman e Carreiro, 1997; Kunito et al.,
2001; Hinojosa et al., 2004), mas Pérez-de- Mora et al. (2005) sugerem que o principal factor
que regula a sua atividade é o teor em matéria organica no solo.

A atividade da desidrogenase €, normalmente, imputada a um grupo de enzimas
endocelulares que transferem hidrogénio e eletrbes das moléculas dos substratos para
aceitadores apropriados, durante as fases iniciais da oxidacdo dos compostos organicos. Os
eletrdes sdo transferidos ao longo da cadeia de aceitadores eletrénicos até ao oxigénio, que
desempenha o papel de aceitador final de eletrGes, levando a formacgdo de dgua (Chander e
Brookes, 1991). Sendo esta uma enzima intracelular, com uma atividade intimamente ligada a
da célula, a medicdo da sua atividade tem sido considerada um bom indicador geral da
atividade microbiana no solo, tendo sido utilizada na avaliacdo da qualidade de solos afetados
por contaminacdo por pesticidas ou por metais, bem como no diagnéstico de acdes de
recuperacdo de solos degradados (Kunito et al., 2001; Kizilkaya et al., 2004; Lee et al., 2004;
Pérez-de-Mora et al., 2005; Pérez-de-Mora et al., 2006; Gil-Sotres et al., 2005; Alvarenga,
2009).

A atividade da urease refere-se ao ciclo do azoto, onde é responsavel pela catélise da
reacdo de hidrdlise da ureia a CO, e NHs. Esta é, também, uma enzima largamente utilizada
na avaliacdo da qualidade de solos, cuja atividade aumenta em consequéncia da adicdo de
fertilizacdo orgénica ao solo, desempenhando um papel fundamental na disponibilizacdo de
azoto necessario para as culturas e para a atividade microbiana no solo (Gil-Sotres et al.,
2005). Kunito et al. (2001) verificaram que a atividade desta enzima é reduzida devido a
contaminacgéo de Zn no solo.

O uso da atividade enzimética de uma Unica enzima tem sido criticada por alguns
autores, uma vez que cada enzima catalisa uma determinada reaccéo especifica, recorrendo a

um dnico tipo de substrato, fornecendo, por vezes, resultados muito diferentes para diferentes
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enzimas no mesmo solo. De facto, é aconselhavel o recurso a determinacdo da atividade
enzimatica de uma bateria de enzimas na avaliacdo da qualidade de solos, tentando relaciona-
las com outras propriedades bioquimicas do solo, para que a avaliacdo da sua qualidade seja o
mais completa possivel (Trasar-Cepeda et al., 2000; Loureiro, 2004; Gil-Sotres et al., 2005;
Alvarenga, 2009).

Embora, de uma maneira geral, se verifiquem correlacdes negativas entre a atividade
enzimatica e o teor em metais pesados (Kuperman e Carreiro, 1997; Huang e Shindo, 2000;
Lee et al., 2002; Kizilkaya et al., 2004), diversos trabalhos demonstram a utilidade das
avaliacdes de atividades enzimaticas dos solos na determinacdo de sua saude e qualidade
(Bergstrom et al., 1998; Bandick e Dick, 1999; Monreal e Bergstrom, 2000; Mendes e
Vivaldi, 2001; Garcia et al., 2002; Schmitz, 2003; Matsuoka, 2006; Alvarenga, 2009). Mas
esta opinido ndo é unanime, tendo, nalguns casos, sido verificado que o facto de um solo ter
um teor superior em metais pesados nao se repercute ao nivel da atividade enzimética de todas
as enzimas utilizadas na caracterizagdo bioquimica desse solo (Hinojosa et al., 2004;
Kizilkaya et al., 2004). Por isso, para além do uso das atividades enzimaticas como indices
simples, estas podem ser usadas em combinag&o, utilizando equacgdes complexas derivadas de
relacbes matematicas entre elas (Hinojosa et al., 2004; Gil-Sotres et al., 2005), combinadas
em analises estatisticas de varidvel multipla (Hinojosa et al., 2004), ou ainda recorrendo a
combinacdo das atividades enzimaticas com outras caracteristicas importantes do solo, como
sejam o C na biomassa microbiana e a capacidade de mineralizacdo de azoto desse solo
(Trasar-Cepeda et al., 2000; Loureiro, 2004; Alvarenga, 2009).
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5. CARACTERIZACAO DA AREA MINEIRA EM ESTUDO

5.1. A Mina de Sdo Domingos

A Mina de Sdo Domingos localiza-se na Faixa Piritosa Ibérica (FPI), mundialmente
reconhecida pela sua riqueza em sulfuretos macicos vulcanogenicos (Fig. 5). Situada na
margem esquerda do Rio Guadiana, no concelho de Mértola, Baixo Alentejo, esse complexo
desenvolveu-se ao longo dos cerca de 17 km da sua linha-férrea, entre a Mina e o Pomaréo,
porto fluvial de embarque do minério situado na confluéncia com o Rio Changa. Em razédo das
suas excelentes condi¢bes geologicas e geograficas chegou a ser a mina de cobre mais
importante da Europa, alcancando produgdes superiores a 400.000 toneladas de minério por
ano (1911-1912), com cerca de 3.000 trabalhadores e perto de 6.000 habitantes instalados nas

aldeias da Mina de Sdo Domingos e do Pomardo (Carvalho, 2009).
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Figura 5. Localiza¢do da Mina de S&o Domingos no sector Portugués da Faixa Piritosa
Ibérica (adaptado por Alvarez-Valero et al., 2008).
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5.2. Enquadramento histérico da Mina de Sdo Domingos

O deposito piritico de Sdo Domingos foi explorado antes da época moderna em, pelo
menos, dois periodos histéricos, porém alguns autores admitem explicitamente uma
mineragdo Calcolitica em Sdo Domingos (Alvarez-Valero et al., 2008; Custddio, 1996). Néao
tendo sido ainda demonstrada, a possibilidade de mineracdo do depdsito de Sdo Domingos
durante o Calcolitico é uma hipdtese com altas probabilidades. Durante a época romana foram
extraidos cobre, prata e, provavelmente, ouro, a partir do gossan, durante o milénio anterior a
ocupacdo romana foram explorados 0s mesmos depdsitos secundarios mas, provavelmente,
apenas para a extracdo de prata. Posteriormente verificou-se uma forte deformacéo tectdénica
das rochas gerando-se varios tipos de dobras e planos de clivagem. Este evento geoldgico
encontra-se associado a edificacdo de uma cadeia de montanhas (orogenia varisca) que
ocorreu no final do Paleozbico Superior. As principais formacgdes geoldgicas da regido de
Meértola, de idade Paleozdica Superior (entre 364 e 327 milhdes de anos) sdo caracterizadas
pelas diferentes tipologias de rochas sedimentares e vulcanicas e pelo seu conteudo
fossolifero (Custddio, 2002).

Durante o periodo Islamico podera ter sido explorada qualquer uma das virtualidades
mineiras (Macias, 1999), reconhecendo-se a presenca islamica (Custddio, 2002) e sendo certo
que trés moedas arabes foram anunciadas como parte do espolio da mineracdo antiga em Sao
Domingos presente na Exposicdo Internacional do Porto em 1865 (Custddio, 2002). A
exploragdo moderna incidiu sobre a massa de pirite inalterada, procurando, essencialmente,
sulfuretos macicos de cobre com teores elevados de As, Zn e Pb e, colateralmente, 0 S.

A exploracdo em larga escala foi iniciada no século X1X no gossan e nos sulfuretos
macigos, ultrapassando os cem anos de atividade. Para além do Cu, pelo qual foi explorada, a
mineralizacdo de S& Domingos era rica em outros elementos vestigiais gravosos para o0
ambiente como Sh, As, Hg, Pb e Zn. Em meados do século XIX, a procura de metais estava
em crescendo na Europa e na América do Norte. Por essa altura (1850-51) foram publicados
na Revista Minera, por Jodo Maria Leitdo, artigos referindo e chamando a atengdo para 0s
varios depdsitos piriticos Portugueses explorados em épocas antigas. No ultimo dia do ano de
1852, foi exarada pelo governo Portugués uma nova lei de minas, que abriu a iniciativa
privada a exploracdo dos depdsitos minerais Portugueses. Em 1853, um empresario de minas
Francés com atividade na FPI Espanhola, Ernest Deligny, procurando alargar a atividade além
da regido ja conhecida de Rio Tinto, iniciou a exploracdo da zona fronteirica Espanhola e

encontrou os trabalhos antigos e os depdsitos de pirite de Tharsis, Calafias e Vuelta Falsa,
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entre outros. No ano seguinte, 1854, um Italiano de nome Nicolau Biava residente no Alosno
(Huelva, Espanha) e capataz numa das minas dirigidas por Deligny, registou a descoberta de
varios depositos de pirite ja explorados em épocas antigas no territdrio Portugués.
Especificamente, em 16 de Junho de 1854, Nicolau Biava requereu a Camara Municipal de
Mértola o direito de descobridor legal das Minas de Sdo Domingos 1 e 2, da Mina da Bicada
(imediata aos dois depoésitos de S&o Domingos) e da Mina do Cerro do Ouro, 5 km para
Nordeste dos sitios antes mencionados, junto a Ribeira de Chanca, fronteira entre Espanha e
Portugal (Guita, 2011).

No ano seguinte, prosseguindo a sua politica de aquisicdo de direitos legais sobre
depdsitos minerais, Ernest Deligny comprou ao seu capataz Nicolau Biava os direitos sobre os
quatro depositos que este havia registado na regido de Sdo Domingos. Entre 1855 e 1857 a
atividade mineira na Mina de S&o Domingos foi tendo lugar, apesar de ndo estar legalmente
habilitada, sob a égide de Deligny e Biava, consistindo no desentulhamento e esgotamento
dos trabalhos antigos. Para a exploracdo do depodsito de Sdo Domingos, aquele que
apresentava as condi¢cdes mais favoraveis e interessantes, foi constituida a empresa La Sabina,
tendo como socios trés cidaddos franceses: Ernest Deligny, Eugéne Duclerc e Louis
Descazes. Foi a estes trés empresarios em nome individual que foi feita pelo estado
Portugués, em 12 de Janeiro de 1857, a concessdo provisoria da Mina de Sdo Domingos. Uma
vez adquirido este direito, a empresa La Sabina arrendou a exploracdo da Mina de S&o
Domingos a uma empresa inglesa, entretanto constituida, denominada Mason & Barry (Guita,
2011).

A partir do momento em que a Mina de Sdo Domingos foi arrendada & empresa Mason
& Barry, desenvolveu-se um empreendimento mineiro moderno sobre um territério com a
extensdo maxima superior a 20 km lineares de Norte a Sul (Cerro do Ouro ao Pomardao), com
uma superficie superior a 6.000 ha, o qual alterou radicalmente 296 destes hectares, mobilizou
mais de 20 milhdes de toneladas de materiais, produziu cerca de 14,7 milhdes de toneladas de
residuos acumulados em escombreiras de até 14 m de altura com uma dezena de materiais
diferentes (pirite, gossan, escorias, cinzas, oxidos de ferro, rocha estéril, lamas, entulhos,
etc.), quartéis para os mineiros (as habitacdes, construidas pela empresa e arrendadas aos
trabalhadores), oficinas e armazéns, equipamentos de tracdo, de esgoto e de extracdo, varios
equipamentos de caracter social (hospital, igreja catélica, cemitério protestante, teatro, clube
recreativo, mercado, campo de jogos), o porto fluvial do Pomardo, indispensavel ao
escoamento do minério, cinco nucleos urbanos (de Sul para Norte, Pomardo, Telheiro,

Achada do Gamo, Moitinha e Mina de S8 Domingos), algumas centenas de hectares
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ocupados com matas de exéticas (Eucaliptus spp. e Pinus spp.), outras tantas ocupadas com
reservatorios de agua doce e agua acida (Guita, 2011).

As excelentes condicdes de producdo e escoamento fizeram da Mina de Séao
Domingos, logo em 1864, a primeira mina da Europa, com grande parte da sua produgéo
dirigida ao mercado inglés (Carvalho, 2009).

Inicialmente, a exploracdo do subsolo decorre em profundidade e em extensdo,
expandindo os pocos de acesso e ventilagdo da mina e galerias do periodo romano. Uma
década depois, um segundo modelo de desenvolvimento industrial do complexo exigia
importantes transformac@es estruturais sobre a realidade até entdo construida. Nesse ano, foi
implementado o sistema de lavra a céu aberto, para aumentar a producao e reduzir 0s custos
de exploracdo. Desenvolviam-se encosta acima, por entre os trabalhos de superficie. A
extracdo intensiva do minério, segundo o método de corta, leva a expansdao do complexo
mineiro. Um novo assentamento nasceu a medida que as grandes escavagdes sobre a serra iam
engolindo as edificacdes e infra-estruturas existentes. No inicio do séc. XX, acentua-se 0
incremento da metalurgia em resposta as sucessivas crises do mercado do Cu e a crescente
procura de S por parte da inddstria quimica. O aproveitamento desta substancia conduz a
instalacdo de uma fabrica em Sdo Domingos, destinada exclusivamente a producao de e S.
Esta unidade construida em 1935, na Achada do Gamo, incorporava a mais atualizada
tecnologia da época (Carvalho, 2009).

Crises significativas de falta de minério, por altura da Il Grande Guerra, tém como
consequéncia o aprofundamento das zonas de extracdo até ao nivel 390 m. Mas, em 1962, o
fim da laboragdo da féabrica de enxofre é o prenincio do esgotamento do jazigo e do
encerramento da Mina de Sdo Domingos, que ocorre em 1966. Durante os 107 anos de
exploracdo (1859-1966), foram extraidas cerca de 20 milhdes de toneladas de pirite cuprica.
Em 1968 a empresa Mason & Barry faliu com dividas a trabalhadores e seguranca social. O
ritmo de reconversdo da Mina de Sdo Domingos tem sido lento e de amplitude reduzida.
Poucos objetivos foram alcancados e os designios estratégicos da preservagdo e reabilitacdo
do patriménio e do desenvolvimento, ndo foram conseguidos. O territério da antiga Mina de
Sdo Domingos, outrora espago de labor intenso, propulsor do desenvolvimento da regido e do
pais, é hoje um espaco de degradacdo ambiental e de depresséo social e economica (Carvalho,
2009).
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5.3. Contaminac&o dos solos na zona mineira de S&o Domingos

A excecdo da Mina de Neves Corvo, todas as exploracdes do sector portugués da FPI
apresentam impactes ambientais significativos. A Mina de Sdo Domingos tem sido estudada
por varios autores (Alvarenga, 1997; Oliveira, 1997; Matos e Rosa 2001; Oliveira et al., 2002;
Batista et al.,, 2003; Quental et al.,, 2005; Matos e Martins, 2006) conhecendo-se
razoavelmente os efeitos ai provocados pela atividade extrativa. A inexisténcia de politicas
protetoras do ambiente no seu processo de encerramento traduz-se actualmente, numa pesada
heranga. A mina encontra-se abandonada, apresentando apenas as ruinas e areas significativas
cobertas por escombros de rocha encaixante da mineralizagdo, minério, escorias e materiais
lixiviados estimando-se que o seu volume seja respectivamente de >5 Mt, 5 Mt e cerca de >2
Mt (Fig. 6). Na éarea de influéncia direta das explora¢cBes mineiras os solos encontram-se
afetados, observando-se porém uma contamina¢do pouco dispersa 0 que permite o0
desenvolvimento da floresta de eucalipto. A area mineira caracterizam-se ainda pela
inseguranca das suas cortas e pogos, 0s quais se encontram geralmente desprotegidos. A
utilizacdo de escombros para pavimentacdo de caminhos e construcao de aterros, por parte de
privados e de servicos municipais, € responsavel por situacGes de elevada instabilidade
verificadas em algumas das escombreiras da Mina de Sdo Domingos. Esta atividade favorece
ainda a disseminacdo dos elementos contaminantes pela envolvente das exploracbes e o
desgaste rapido e ruptura dos corpos de escombros mais volumosos, com 0 consequente
transporte de finos para a rede hidrografica. Na Mina de Sdo Domingos foram também
observados fendmenos preocupantes de erosdo por abarrancamento e/ou deslizamento, muitas
vezes facilitados pela auséncia de cobertura vegetal (Matos e Martins, 2006). Em certos locais
observa-se também o mau uso das infra-estruturas como depdsito de lixo (sucata, monos,
domeéstico e animais mortos) e de entulhos.

A Ribeira de Sdo Domingos, afluente do Rio Chanca constitui o curso de dgua que se
encontra mais afetado pela drenagem ndo controlada de efluentes acidos, com elevadas
concentracfes de Fe, Al, Mn, Co, Cu, As, Sb e Ni, provenientes da &rea mineira de Sao
Domingos. Os trocos da rede hidrogréafica situados a jusante deste centro mineiro encontram-
se afectados em varios quildbmetros com aguas de pH &cido (<3) e elevada condutividade
eléctrica (Fig. 6). A presenca de condigdes ambientais atipicas neste vale constitui, por outro
lado, um factor de biodiversidade existindo varias espécies de plantas (esteva, Cistus
ladanifer L. e urze, Erica andevalensis Cabezudo and Rivera, esta foi descrita pela primeira

vez por Cabezudo e Rivera em 1980 (Aparicio, 1995)), animais (microvertebrados) e
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microorganismos (arqueobactérias) adaptados as condicBes adversas de baixo pH e elevada

concentracdo de metais (Matos e Martins, 2006).

- < 55
Figura 6. (A) Escorias e escombreiras resultantes da extracdo mineira, e (B) curso de agua
junto a Achada do Gamo (Mina de Sdo Domingos) onde é visivel a influéncia da drenagem

acida.

Com o encerramento da atividade extrativa a corta de Sd8 Domingos foi
progressivamente inundada por dguas acidas com pH inferior a 2,5-3. Em torno da cavidade é
possivel observar varios tipos de escombreiras constituidas por materiais diversos como
escdrias modernas de cor negra, escorias romanas acastanhadas, fragmentos de gossan de cor
avermelhada e rochas encaixantes da mineralizacdo, como vulcanitos e xistos. Alguns destes
corpos de escombros apresentam teores significativos de ouro admitindo-se a presenca de 1
Mt de escombreiras com cerca de 1 g/ton Au (Malavé e Bedia, 1991; Matos, 2004; Oliveira e
Matos, 2004; Matos e Martins, 2006).

Entre os campos de lixiviacdo de minério da Moitinha, as fabricas de producdo de
enxofre da Achada do Gamo e a barragem do Chumbeiro, localizada cerca de 5 km a jusante,
evidenciam-se amplas superficies ndo vegetadas afetadas pela drenagem é&cida da mina,
relacionada com os métodos de processamento dos sulfuretos e com o controle de aguas
acidas ao longo do vasto sistema de canais mineiros (Matos e Martins, 2003).
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Area de estudo

A érea da Mina de S&do Domingos é caracterizada por um clima tipicamente
Mediterranico com Verfes secos e quentes e Invernos pouco chuvosos e frios (Quental et al.,
2002). Na regido verificam-se as mais baixas precipitacfes do pais e os mais elevados niveis
de insolagdo e temperatura, registando-se ainda, com alguma frequéncia, a ocorréncia de
varios episodios climaticos extremos: cheias e secas. A amplitude térmica é muito acentuada;
a temperatura média anual é de cerca de 16°C, com a maxima a atingir valores superiores a
40°C e a minima a situar-se abaixo de 0°C no Inverno (http://www.merturis.pt/: Merturis,
acedido em 09/09/2011).

6.2. Amostragem

Da amostragem fazem parte solos na zona de influéncia da Mina de S&o Domingos,
bem como amostras de vegetagdo endémica: urze (E. andevalensis) e esteva (C. ladanifer).

Foram recolhidas amostras em seis locais distintos: cinco locais de amostragem
situam-se na Mina de Sdo Domingos (L1 a L5) (Fig. 7) e um sexto local de amostragem foi
escolhido numa area ndo contaminada (L6), situada a cerca de 28 km da Mina de S&o
Domingos. Em cada uma das areas delimitaram-se parcelas de 20x20 metros. A amostragem
dos solos foi realizada em cada uma das parcelas sendo colhidas amostras composta de solo
superficial (camada 0-20 cm). Em cada local de amostragem procedeu-se a abertura de uma
cova a profundidade de, aproximadamente, 20 cm. Com a ajuda de uma pa, retirou-se da
parede da cova uma fatia de terra de espessura de 15-25 mm. Apds a recolha das amostras
parciais, efectua-se a sua mistura e conveniente homogeneizacdo de modo a obter uma
amostra composta representativa de cada local. Da amostra composta, depois de bem
homogeneizada, recolheram-se cerca de 6 kg de terra, que foram acondicionados em sacos de
plastico, devidamente rotulados, e transportados para o laboratdrio.

Nas paginas seguintes serd feita uma breve descri¢do de cada local de amostragem.
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Figura 7. Mapa da area mineira de Sdo Domingos com a localizacdo dos pontos de

amostragem (solo e plantas) (imagem tratada a partir de uma imagem do Google Earth).

L1
A amostra 1 foi recolhida no local com as coordenadas 37° 38' 49,58" N e 07° 30" 44,42" O, a
uma altitude de 176 m (Fig. 8). Foram recolhidas amostras de solo, de E. andevalensis e de C.

ladanifer.

\Figura 8. Zona de amostragem dos solos e plantas utilizados no estudo: Mina de Séo

Domingos. (A) Vista geral do local de amostragem 1, e (B) vista detalhada do local de

amostragem da planta E. andevalensis.
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L2
A amostra 2 foi recolhida no local com as coordenadas 37° 38' 52,72" N e 07° 30' 45,54" O, a

uma altitude de 176 m (Fig. 9). Foram recolhidas amostras de solo, de E. andevalensis e de C.

ladanifer.

Figura 9. Zona de amostragem dos solos e plantas utilizados no estudo: Mina de Séo
Domingos. (A) Vista geral do local de amostragem 2, e (B) vista detalhada do local de

amostragem das plantas E. andevalensis e C. ladanifer.

L3
A amostra 3 foi recolhida no local com as coordenadas 37° 39' 34,52" N e 07° 30' 17,45" O, a
uma altitude de 168 m (Fig. 10). Foram recolhidas amostras de solo e ambas as plantas

utilizadas no estudo.

oY -
BN W » Tas

Figura 10. Zona de amostragem dos solos e plantas utilizados no estudo: Mina de S&o

Domingos. (A) e (B) vista geral do ponto de amostragem 3.
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L4

A amostra 4 foi recolhida no local com as coordenadas 37° 39' 59,30" N e 07° 30' 09,19" O, a
uma altitude de 185 m (Fig. 11). Foram recolhidas amostras de solo e de C. ladanifer. Neste
local ndo foi possivel efetuar a amostragem de E. andevalensis, tendo sido necessario sair um
pouco do local de amostragem para poder amostrar esta planta. Nesse sentido, a amostra de E.

andevalensis utilizada nao é representativa deste local de amostragem.

A B

Figura 11. Zona de amostragem dos solos e plantas utilizados no estudo: Mina de Séo

Domingos. (A) e (B) vista geral do local de amostragem 4.

L5

A amostra 5 foi recolhida no local com as coordenadas 37° 40' 07,63" N e 07° 29' 56,88" O, a
uma altitude de 182 m (Fig. 12). Este é um local ja muito proximo da populacdo de Mina de
S&o Domingos. Foram recolhidas amostras de solo e amostras de ambas as plantas. Neste
local de amostragem era evidente a existéncia de outras espécies de plantas, nomeadamente

arvores

Figura 12. Zona de amostragem dos solos e plantas utilizados no estudo: Mina de Séo
Domingos. (A) e (B) vista geral do local de amostragem 5.
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L6

A amostra 6 foi recolhida no local com as coordenadas 37° 42' 52,91" N e 07° 42’
32,14" O, a uma altitude de 188 m (Fig. 13). Foram recolhidas amostras de solo e de C.
ladanifer. Neste local ndo foi possivel encontrar a planta E. andevalensis, muito dificil de
encontrar em locais afastados da Mina de Sdo Domingos.

Esta amostra neste estudo desempenha o papel de “amostra de referéncia”, por ter sido

recolhida num local isento de contaminacgdo por metais.

Figura 13. Zona de amostragem dos solos e plantas utilizados no estudo: Corte Gafo de

Cima. (A) e (B) vista geral do local de amostragem 6.

6.3. Secagem do solo ao ar

Ap0s a chegada ao laboratorio, uma parte da amostra foi conservada “a humidade de
campo”, a 4°C, para posterior utilizagdo na caracterizacdo das actividades ecotoxicoldgicas
dos solos. A restante amostra foi colocada a secar ao ar.

A secagem ao ar torna-se necessaria porque as amostras, muitas vezes, chegam ao
laboratdrio com teores de humidade demasiado elevados para permitir que a amostra possa ser
convenientemente manuseada nas operacdes subsequentes.

Uma vez chegadas ao laboratério, as amostras foram secas, expondo a terra ao ar, em
tabuleiros, a temperatura ambiente, durante um periodo de tempo suficiente até as amostras
apresentarem um aspeto seco. Durante o periodo de secagem teve-se o cuidado de ir
desfazendo os agregados de modo a facilitar as operacdes subsequentes.
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6.4. Crivagem e determinagéo da % da fragéo fina

E na fracdo fina do solo que reside a quase totalidade das suas caracteristicas que nos
permitem avaliar a qualidade desse solo, tanto em termos da sua fertilidade como em termos
do seu grau de contaminacgdo ou de poluicdo (Alvarenga, 2010). Deste modo, a crivagem foi
feita através de um crivo de malha 2 mm. A fracdo retida na parte superior do crivo,
constituida por particulas de didametro superior a 2 mm, é designada por elementos grosseiros.
A fragdo que atravessa o crivo, constituida por particulas de didmetro inferior a 2 mm, é a
chamada fracéo fina do solo.

Apdbs a secagem, crivagem e determinacdo da % da fracdo fina, as amostras para
utilizar na caracterizacdo fisico-quimica dos solos foram guardadas em frascos estanques, ao
abrigo da luz, devidamente etiquetados (+ 300 g) e as amostras relativas aos ensaios
ecotoxicoldgicos foram guardadas em sacos de plastico escuro, em local fresco e seco.

6.5. Analises fisico-quimicas de solos

6.5.1. Determinagédo da humidade residual

A humidade residual, ou % de matéria seca, foi determinada nas amostras de solo
secas ao ar, secando, separadamente, uma porcao de 1 g de cada amostra a 105°C, até peso
constante. Os ensaios foram realizados em triplicado.

Todos os resultados das outras andlises devem ser reportados a amostra isenta de
humidade.

A % de matéria seca existente nas amostras de solos analisados foi obtida através da
seguinte expressao:

% matéria seca = massa de amostra seca x100= M><100 (g amostra seca/100 g

massa de amostra humida m2 —ml

amostra)

Onde:
m; — peso do cadinho vazio (g);
m, — peso do cadinho com amostra humida (g);

m3 — peso do cadinho com amostra seca a 100-105°C.
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6.5.2. Determinacao do pH (H,0)

A determinacédo do pH (H,0) permite efetuar a avaliacdo da acidez real de um solo. A
determinacdo do pH (H.O) é efetuada numa suspensdo de solo em &gua, numa proporgao
solo:agua destilada de 1:2,5 em peso, a 20°C (Quelhas dos Santos, 1996). Pesou-se uma
amostra de 20 g de terra fina seca ao ar de cada local, para um copo de medicdo de pH e
adicionou-se 50 ml de &gua destilada. Agitou-se a intervalos regulares, durante 1 hora, com a
ajuda de uma vareta de vidro, e deixou-se repousar cerca de 30 minutos, até o material sélido
sedimentar. Os ensaios foram realizados em triplicado. As medi¢Oes foram efectuadas por
potenciometria direta utilizando um aparelho medidor de pH (Metrohm 654 pH-Meter)

equipado com um elétrodo de vidro combinado e calibrado com padrdes de pH 7,0 e 4,0.

Segundo Quelhas dos Santos (1996), a classificacdo dos solos quanto a reacdo, ou seja

pH (H20) pode ser feita de acordo com a Tabela 2:

Tabela 2. Classificagdo dos solos quanto a reacdo, ou seja pH(H,O).

pH (H20) Designacao do solo
<45 Muito &cido

4,6a5,5 Acido

56a6,5 Pouco acido

6,6a7,5 Neutro

76a8,5 Pouco alcalino

8,6a9,5 Alcalino

>95 Muito alcalino

6.5.3. Determinacao da condutividade elétrica

A medida da condutividade elétrica (CE) de uma suspensdo solo:agua destilada pode
ser assumida como uma medida indireta da salinidade do solo. De facto, embora esta devesse
ser medida no extrato de saturacdo do solo, avalia-se, de modo muito mais coémodo, através da
medicao da condutividade elétrica (expressa normalmente em mS/cm) em suspensdes solo em
agua destilada de 1:5 (Quelhas dos Santos, 1996).
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Para efetuar esta medicao, pesou-se uma amostra de 20 g de terra fina seca ao ar para
um copo de 200 ml de capacidade e adicionou-se 100 ml de agua destilada. Agitou-se a
intervalos regulares durante 1 hora, com a ajuda de uma vareta de vidro, e deixou-se repousar
cerca de 30 minutos. A condutividade elétrica foi medida no liquido sobrenadante, utilizando
um condutimetro (Metrohm 660 Conductometer). Os ensaios foram realizados em triplicado.

6.5.4. Determinacdo do teor em matéria organica

Para a determinacdo da matéria organica (MO) nos solos utilizou-se 0 método de
oxidacdo por via humida, habitualmente conhecido como método de Walkley & Black, que
permite determinar o carbono organico total. O método baseia-se na oxidacdo em meio acido
da MO existente no solo por um excesso de dicromato de potassio, e na titulacdo do excesso
com sulfato ferroso amoniacal (sal de Mohr). A MO calcula-se multiplicando o teor em
carbono organico total pelo factor 1,724, partindo do pressuposto que a matéria organica do
solo é constituida por 58% de carbono (Alvarenga, 2010).

Pesou-se 0,5 g de amostra de terra fina seca ao ar. Colocou-se a amostra num
erlenmeyer de 500 ml e adicionou-se 5 ml da solucdo de dicromato de potéssio 1 N e 10 ml de
acido sulfurico concentrado (98% p/p e d = 1,19). Misturou-se, mediante agitacdo suave, para
evitar que o solo aderisse as paredes do baldo. Deixou-se em repouso durante 30 minutos.
Diluiu-se com 100 ml de agua destilada, juntou-se 5 ml de acido fosférico concentrado (98%
p/p e d = 1,83), 0,1 g de fluoreto de sodio e 1 ml de difenilamina. Titulou-se com solugédo de
sulfato ferroso amoniacal 0,5 N até obter uma cor verde.

Preparou-se, paralelamente, um branco exatamente da mesma maneira que se fez para a
amostra e titulou-se, também, com o sal de Mohr. Foram realizadas trés réplicas de cada

amostra e duas réplicas do branco.

)=(B-V) xTx0,3

% Carbono organico (g Carbono organico/100 g amostra
m

Onde:
B = média dos volumes (ml) de sulfato ferroso amoniacal gastos na titulagdo dos
ensaios em branco;
V = média dos volumes (ml) de sulfato ferroso amoniacal gastos na titulacdo da
amostra;
T = titulo do sulfato ferroso amoniacal (neste caso 0,5 N);

m = massa de amostra de solo (g).
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% Matéria organica (g matéria organica/100 g amostra) = % Carbono orgéanico x 1,72

A classificacdo dos solos quanto ao teor em matéria organica pode ser feita de acordo

com a escala proposta em Quelhas dos Santos (1996) (Tabela 3).

Tabela 3. Classificagdo dos solos quanto ao teor em matéria organica.

% matéria organica % matéria organica L
o o Classificagéo
Solos ligeiros Solos médios e pesados
<05 <1,0 Muito Baixo
06-15 1,1-2,0 Baixo
16-5,0 2,1-7,0 Medio
5,1-10,0 7,1-15,0 Alto
>10,0 >15,0 Muito Alto

6.5.5. Capacidade de troca catidnica

A Capacidade de Troca Cationica (CTC), mede a totalidade de catides que um solo
pode adsorver ou trocar a determinado pH, e é expressa em miliequivalentes por 100 g de
terra fina, de H" ou o seu equivalente noutros ides, isto &, é igual a carga negativa total das
particulas de argila e himus (Alvarenga, 2010).

O método utilizado na determinacdo da CTC neste estudo foi o0 método do acetato de
amonio a pH 7, conforme descrito em Alvarenga (2010). Neste método, os catifes do solo sdo
substituidos pelos ides aménio de uma solugdo que percola através do solo, sendo, depois, 0s
ibes amonio permutados pelos catibes de uma outra solucdo percolante, permitindo a sua
quantificacdo. Uma amostra de solo (5 g) é percolada com um excesso de solucdo de acetato
de amoénio 1 N a pH 7, de maneira que a maxima troca ocorra num espago de poucos minutos.
O excesso de amonio é lavado com 100 ml de etanol a 96%, sendo o amoénio adsorvido
permutado pelo potéssio, por percolagcdo com 100 ml de KCI 1N, acidificado (Alvarenga,
2010).

Para a determinacdo da capacidade de troca, foram medidos 25 ml do percolado
anterior para o tubo do aparelho Kjeltec, alcalinizados com 5 ml da solugdo de NaOH a 35%,
tendo o amoniaco formado sido destilado por arrastamento em corrente de vapor (destilador
Buchi Distillation Unit, B-316). O destilado foi recebido num bal&o erllenmeyer de 100 ml

contendo 10 ml de acido bérico a 2%, a que se adicionaram previamente 6 gotas de indicador
51



Avaliacdo da biodisponibilidade de metais em solos contaminados por atividades mineiras

de Tashiro. O destilado foi titulado com a solucéo de HCI 0,01 N até a cor virar de verde para
violeta. Foram realizadas trés réplicas por amostra de solo e trés réplicas do ensaio em branco.

A CTC de um solo corresponde ao nimero de miliequivalentes de aménio fixados, em
substituicdo dos catides de troca, expresso em (meg/100 g), podendo ser calculada através da

seguinte expressao:

(v — EB)x100
mxv

CTC (meqg/100 g) =

Em que :

V —volume de HCI 0,01 N gasto a titular a parte aliquota do baldo B (ml);

EB — volume de HCI 0,01 N gasto para titular um volume de ensaio em branco, igual ao
volume da parte aliquota do baldo B (ml);

v — parte aliquota do baldo B tomada para destilacao (ml);

m — massa de terra fina seca a 100 — 105°C.

6.5.6. Determinacao do teor em fosforo e potassio “assimilaveis”

Extracdo simultanea do fosforo e do potassio por meio de uma solucdo de lactato de
amonio e acido acético, tamponizada a pH compreendido entre 3,65 e 3,75, ap0s agitacao
constante durante duas horas e filtracdo. Doseamento do fésforo e do potassico no extracto
obtido. O fosforo pelo método colorimétrico do molibdato acido-acido ascérbico e o potassio,
directamente, por fotometria de chama de emissdo. O método foi efectuado de acordo com o

descrito em Alvarenga (2011).

Preparacao do extrato

O extrato para a determinacdo do fosforo e o potéssio foi preparado pesando uma
amostra de 2 g de terra para um erlenmeyer de 125 ml, a qual foram adicionados 40 ml da
solucdo extrativa de ensaio (solucdo de lactato de amonio 0,1 M e acido acético 0,4 M,
tamponizada a pH compreendido entre 3,65 e 3,75). A suspensdo foi agitada durante 2 h, num
agitador de “vai-vem” (Stuart Reciprocating Shaker SSL2) a velocidade constante. Em
seguida, filtrou-se por um filtro Whatman n°40, desprezando as primeiras por¢oes de filtrado.

Foram realizadas trés réplicas por amostra e dois ensaios em branco.
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Determinacéo do fésforo “assimilavel”

Mediram-se 5 ml do filtrado, ou uma sua dilui¢do, para tubos de ensaio de 50 ml,
efetuando também um ensaio em branco com 5 ml da solucgdo extrativa de ensaio. Adicionou-
se 20 ml de solugdo de ensaio (solucdo de &gua destilada com molibdato de amonio em meio
acido e acido ascorbico) que faz a coloracdo da solugdo. Homogeneizou-se o contetdo do
tubo e deixou-se em repouso durante 10 minutos. A absorvancia foi medida a um
comprimento de onda de 650 nm, num espectrofotometro de absor¢do molecular UV-Vis
(Amersham Biosciences Ultrospec 2100 pro). A curva padrdo do fésforo foi preparada
utilizando padrées com as concentracdes de 10; 8; 6; 4 e 2 mg P,Os 1™ e um branco preparado
com a solucédo extrativa do ensaio. Pipetou-se 5 ml de cada uma destas solucbes padrao para
tubos, adicionou-se 20 ml da solucdo de coloragdo mencionada anteriormente e deixou-se em
repouso durante 10 minutos. A absorvancia foi medida a um comprimento de onda de 650

nm.

Determinacdo do potassio “assimilavel”

O extrato obtido foi lido diretamente num fotdmetro de chama de emissdo CORNING
Flame Photometer 410. O zero de emissdo do aparelho foi acertado com a solucdo extrativa
de ensaio e o valor de 10 de intensidade de radiacdo emitida foi acertado com uma solucéao de
10 ppm de K,;O. A curva padrdo de potassio foi obtida preparando padrdes com as
concentracdes de: 1; 2, 3, 4 e 10 mg K,O I, cuja intensidade de radiacdo emitida lida no

fotometro permitiu a determinagdo da concentracdo de K “assimilédvel” nas amostras.
6.5.7. Determinacéo do azoto total (Kjeldahl)

O método utilizado no doseamento do azoto total (organico e amoniacal, ndo inclui
nitritos e nitratos) € o chamado método de Kjeldahl. Este baseia-se na mineralizacdo dos
compostos organicos contidos na amostra em meio 4cido, a quente e na presenca de um
catalisador metalico. Essa digestdo leva a conversdao de todo 0 azoto em ido amdnio, que €
posteriormente convertido em amoniaco, destilado em corrente de vapor e recolhido numa
solucdo de acido bdrico, onde é doseado por titulagdo com uma solugdo de HCI de titulo
conhecido (Alvarenga, 2011a).
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Este processo decorre em 3 processos: mineralizagéo, destilagéo e titulagéo, tendo sido

efectuado de acordo com Alvarenga (2011a).

1° Mineralizagdo

Pesou-se cerca de 5 g de amostra de terra fina seca ao ar em papel de filtro.
Embrulhou-se e colocou-se em tubo de mineralizacdo de 250 ml. Preparam-se 2 réplicas por
amostra e um branco com um papel de filtro. Adicionou-se regularizador de ebuli¢do, 5 g de
mistura catalisadora (mistura de sulfato de cobre e sulfato de potéssio) e 30 ml de &cido
sulfarico concentrado (98% p/p e d = 1,19). A digestdo das amostras foi efetuada em manta de
aquecimento (Selecta Bolc Digest 6, acoplada a um programador de ciclos de aquecimento
Selecta RAT 2) durante cerca de 2 h.

Apos arrefecimento, transferiu-se o contetdo dos tubos de digestdo para bal6es

volumeétricos de 250 ml e completou-se o volume com &gua destilada.

2° Destilacao

Pipetou-se 50 ml de amostra digerida contida nos balGes volumétricos para um tubo de
destilacdo do aparelho de Kjeltec (Buchi Distillation Unit B-316). Colocou-se o tubo de
mineralizacdo no destilador do aparelho de Kjeltec e adicionou-se ao tubo cerca de 100 ml de
NaOH a 32% (p/v). O amoniaco formado foi destilado em corrente de vapor e recolhido num

erllenmeyer com 50 ml de &cido bérico a 4% e 4 gotas de indicador de Tashiro.
3° Titulagdo

Titulou-se a solugdo de destilado obtida com solu¢do de HCI 0,05 N até viragem do
indicador de verde para violeta.
O azoto total da amostra foi calculado através da seguinte express&o:

1,4 x[HCI]x(V, - V;) .V (baldo volumétrico)
m V (pipetado paradestilagdo)

% N (g N/100 g de amostra) =

Onde:

[HCI] = concentracdo exacta da solugdo de HCI, em Normalidade ou Molaridade;
Va = volume da solucéo de HCI, em ml, gasto na titulacdo da amostra;

Vg = volume da solucéo de HCI, em ml, gasto na titulacdo do ensaio em branco;

m = massa da amostra mineralizada, em gramas.
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6.5.8. Doseamento dos metais totais — Digestdo com agua régia

A metodologia selecionada para a determinagdo do teor em metais totais neste estudo
foi a da digestdo com agua régia (do latim "aqua regia" que significa "agua real™), que
consiste numa mistura de acido cloridrico com &cido nitrico numa razéo 1:3 v/v. Esta é a
metodologia que se encontra no procedimento recomendado pela International Organization
for Standardization (ISO 11466,1995).

Amostras de 2,5 g de fracdo fina do solo seco ao ar foram digeridas com 28 ml de uma
mistura de HCI concentrado (37%, d = 1,19) com HNO3 concentrado (70%, d = 1,3), numa
proporcdo de 3:1 v/v (&gua régia), a temperatura ambiente, durante 16 h. Logo apds, a
suspensdo é digerida a 130°C, durante 2 h, em condicdes de refluxo. A suspensdo obtida, apds
arrefecimento, é filtrada por um filtro isento de cinzas Whatman n°40, diluida para 100 ml
com HNO;3 0,5 M, e armazenada em frascos de polietileno a 4°C para analise elementar por
espectrofotometria de absorcdo atdmica com atomizacdo por chama (Varian Spectra AA
220FS) ou com atomizacao eletrotérmica (Varian Spectra AA 220Z). As condi¢des analiticas
utilizadas para a determinacdo de cada metal ou metaldide (As, Cu, Pb e Zn) foram as
implementadas no laboratério de Absor¢do Atdémica da Escola Superior Agraria do Instituto
Politécnico de Beja (Alvarenga, 2011b)

Foram preparadas trés réplicas por cada amostra de solo analisado e um branco por

cada grupo de amostras.

6.5.8.1. Avaliacdo da biodisponibilidade dos metais utilizando métodos quimicos

Os metais extraidos por determinada solucdo extratante e associados aos locais de
permuta idnica, sdo aqueles que se assume serem mais facilmente mobilizaveis pelas reacoes
de permuta de ides entre o solo e a solugdo do solo e, por esse facto, estdo disponiveis para 0s
organismos. Os metais associados a fases mais oxidaveis, medidos por agentes extratastes
mais agressivos, persistem no solo por periodos mais longos, mas podem ser mobilizados por
processos de decomposicao (e.g. por acdo de agentes erosivos ou devido a acdo microbiana)
(Alvarenga, 2009).

Gupta et al. (1996) distinguem estas duas fracdes em que os metais podem existir no
solo, em “moveis” e “mobilizaveis”, considerando como caracteristica destas fracfes o facto

de o metal numa fracdo movel se encontrar “efetivamente biodisponivel” e lixiviavel,
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enquanto que numa fracdo mobilizavel o metal apenas se encontrar “potencialmente
biodisponivel”.

A fracdo “movel” de um metal diz respeito ndo apenas a atividade do ido livre na
solucdo do solo mas, também, a fracdo desse ido que se encontra adsorvida aos colGides
organo-minerais no solo, em equilibrio com a solucéo do solo. Essa fracdo, dita “movel” ou
“efetivamente biodisponivel”, pode ser facilmente extraida com recurso a solucGes extratantes
neutras de sais, ndo tamponizadas, como por exemplo NaNOj3, CaCl, ou NH4;NO3; (Gupta et
al., 1996).

Neste trabalho foram efetuadas duas extracdes de passo Unico com o objetivo de
guantificar o teor em metal existente nas duas fraccbes mencionadas: metal na fracdo
“movel”, biodisponibilidade efetiva, e metal na fracdo “mobilizavel”, biodisponibilidade
potencial. Em ambos os casos a andlise dos metais e/ou metaldides foi feita por
espectrofotometria de absorcdo atdmica com atomizacdo por chama (Varian Spectra AA

220FS) ou com atomizacdo eletrotérmica (Varian Spectra AA 2202).

6.5.8.2. Biodisponibilidade efetiva

Uma solucéo de cloreto de célcio 0,01 M, pH ndo tamponizado simula a extracdo da
fracdo de metais efectivamente biodisponiveis (fracdo modvel desses metais) conforme
utilizado por outros autores (Conder e Lanno, 2000; Hodson et al., 2001; Pueyo et al., 2004;
Alvarenga et al., 2009): 10 g de amostra de solo foram agitados com 100 ml de uma solugéo
de CaCl, 0,01M, num agitador de “vai-vem” (Stuart Reciprocating Shaker SSL2), durante 2
h, a temperatura de 20 + 2°C. Depois de terminada a extracdo foi efectuada a filtracdo do
sobrenadante obtido através de filtro Whatman n° 40. As amostras foram acidificadas com 0,1
ml de HNO3 concentrado (65% e d=1,3) e armazenadas em frascos de polietileno a 4°C para
analise elementar. Foram realizadas trés réplicas por cada amostra de solo e um branco por

cada grupo de amostras.

6.5.8.3. Biodisponibilidade potencial

A solucdo obtida pela mistura de acetato de amoénio 0,5 M, acido acético 0,5 M e 0,01
M EDTA, pH 4,7 simula a extracdo da fracdo de metais potencialmente biodisponiveis (fracdo
mobilizavel desses metais). Esta solucéo é referida por Hammer e Keller (2002) como tendo

sido inicialmente desenvolvida para uso em solos acidos, como € o caso. A sua capacidade
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extratante baseia-se na ac¢do combinada do acetato de amonio e do EDTA, em que o catido
amonio se permuta com o0s metais adsorvidos, atuando o EDTA como agente quelante,
formando complexos estaveis com muitos dos iGes metalicos, o que previne a sua precipitacdo
secundaria, como fosfatos, durante o processo de extracdo (Alvarenga, 2009).

O procedimento utilizado neste caso foi semelhante ao anterior: 10 g de solo foram
agitados com 100 ml de uma solucdo extratante de EDTA 0,02 M, tamponizada a pH 4,65,
com acetato de amoénio 0,5 M e com acido acético 0,5 M, num agitador de “vai-vem” (Stuart
Reciprocating Shaker SSL2), durante 2 h, & temperatura de 20 + 2°C. Depois de terminada a
extracdo foi efetuada a filtracdo do sobrenadante obtido através de filtro Whatman n° 40 e a
acidificacdo com 0,1 ml de HNOj3 concentrada e armazenada em frascos de polietileno a 4°C
para analise elementar. Foram realizadas trés réplicas por cada amostra de solo e um branco

por cada grupo de amostras.

6.6. Ensaios ecotoxicoldgicos

Neste trabalho, foram utilizados diferentes ensaios ecotoxicolégicos de exposicao
direta para avaliacdo da fungdo habitat do solo: mortalidade e reproducdo com E. fetida e
germinacdo de sementes de L. sativa. Os ensaios foram efetuados diretamente no solo a testar
(100%), ou numa diluicdo deste solo teste com solo artificial (75, 50 e 25% p/p) preparado de
acordo com a norma OECD (OECD 207, 1984) (10% p/p de turfa de estagno moida, 70% p/p
de areia de quartzo, 20% p/p de argila de caulino e 1% p/p de carbonato de célcio em pé para
ajustar o pH a 6,5. Este solo artificial foi utilizado, nos ensaios ecotoxicoldgicos, como o solo
controlo (0%).
Sempre que possivel, foi calculado algum dos seguintes parametros ecotoxicoldgicos:
e ECsp: concentracdo para a qual se verifica 50% de reducdo no pardmetro em anélise,
seja ele, por exemplo, sobrevivéncia, nimero de juvenis, numero de sementes
germinadas, etc.;
e NOEC - Concentragdo maxima para a qual ainda ndo se observa um efeito tdxico
significativo (do inglés “No observable effect concentration”);
e LOEC - Concentracdo minima para a qual ja se observa um efeito toxico significativo

(do inglés “Lowest observable effect concentration”).
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6.6.1. Ensaio de mortalidade com Eisenia fetida

O ensaio de toxicidade aguda utilizando a minhoca E. fetida foi conduzido de acordo
com a norma OECD (OECD 207, 1984). Para cada solo a testar, colocaram-se 400 g de solo,
ou de uma sua diluicdo com solo artificial (25, 50 e 75%, p/p), em caixas plasticas fechadas (2
| de capacidade, 4rea 200 cm?, que proporciona uma altura de solo himido de 5-6 cm),
perfuradas na tampa por forma a permitir trocas gasosas com o exterior. O solo artificial foi
utilizado como controlo negativo (0%), tendo-se preparado quatro repeticdes de cada ensaio, a
excecdo do solo 5, em que sé se prepararam trés réplicas de cada concentracdo. As misturas
foram colocadas a 65% da sua capacidade de retencdo de agua, por adicdo de agua destilada,
24 h antes do inicio do ensaio. Decorridas 24 h apds a preparacdo das misturas, introduziram-
se dez minhocas em cada uma das caixas. As minhocas foram selecionadas de culturas
mantidas em laboratdrio, tendo-se o cuidado de usar apenas organismos adultos, com clitélio
bem identificado, pesando entre 0,2 e 0,4 g. Os testes foram conduzidos em camara de
ambiente controlado (Fitoclima S 600 da Aralab), a 20 + 2°C, utilizando iluminacgéo continua.

A mortalidade dos organismos foi registada ao fim de 14 dias de exposicao.

6.6.2. Ensaio de reproducéo usando E. fetida

Minhocas adultas sdo expostas a um intervalo de concentracBes do solo teste. O
intervalo de concentracdes € escolhido de forma a utilizar valores que possam causar efeitos
subletais num periodo de exposicdo de quatro semanas. Apos esse periodo de exposicdo, 0S
adultos serdo entdo removidos do solo e os efeitos na reproducdo sdo verificados, apds mais
quatro semanas, por contagem dos juvenis presentes no solo.

O ensaio cronico de reprodugéo utilizando a minhoca E. fetida foi conduzido de
acordo com a norma OECD (OECD 222, 2004). Para cada solo a testar, colocaram-se 400 g
de solo, ou de uma sua diluicdo com solo artificial (25, 50 e 75%, p/p), em caixas plasticas
fechadas (2 | de capacidade, area 200 cm?, que proporciona uma altura de solo htimido de 5-6
cm), perfuradas na tampa por forma a permitir trocas gasosas com o exterior. O solo artificial
foi utilizado como controlo negativo (0%), tendo-se preparado quatro repeticbes de cada
ensaio, a excecdo do solo 5, em que sO se prepararam trés réplicas de cada concentracdo. As
misturas foram colocadas a 65% da sua capacidade de retencdo de &gua, por adi¢do de dgua
destilada, 24 h antes do inicio do ensaio. Decorridas 24 h apds a preparacdo das misturas,

introduziram-se dez minhocas em cada uma das caixas. As minhocas foram selecionadas de
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culturas mantidas em laboratdrio, tendo-se o cuidado de usar apenas organismos adultos, com
clitélio bem identificado, pesando entre 0,2 e 0,4 g. Os testes foram conduzidos em camara de
ambiente controlado (Fitoclima S 600 da Aralab), a 20 + 2°C, utilizando um fotoperiodo de 16
h dia e 8 h noite, com adi¢do de 5 g de substrato (estrume bovino moido) uma vez por
semana, durante 28 dias.

Ao fim dos 28 dias, as minhocas vivas foram retiradas do solo, contadas e pesadas. Os
recipientes foram colocados de seguida a incubar durante mais quatro semanas. No final do
teste, 0 numero de juvenis é contado. Sempre que possivel, calcularam-se os valores de
NOEC e de LOEC.

6.6.3. Ensaio de germinacdo com Lactuca sativa L.

Os ensaios de germinacdo foram executados de acordo com o protocolo descrito pela
Norma ISO/DIS 17126 (2004), utilizando sementes de alface (L. sativa). Foram utilizadas 400
g de solo, ou diluicdes deste com solo artificial (25, 50 e 75% v/v), em caixas de plastico
transparente quadradas (10 cm x 10 cm de base). O solo artificial foi utilizado como controlo
negativo (0%), tendo-se preparado quatro repeticbes de cada ensaio. Os solos foram
colocados a 70% da sua capacidade de retencdo de agua.

Foram colocadas 40 sementes da espécie testada em cada caixa, tendo-se distribuido
as sementes de forma homogénea sobre a superficie do solo. De seguida, foi colocada sobre
esta superficie uma camada fina de areia seca.

As placas foram incubadas a 20 + 2°C, com um fotoperiodo de 16 h dia e 8 h noite
durante 120 h (5 dias). Durante as primeiras 48 h, esta incubacdo foi feita no escuro,
mantendo, para isso, as placas de Petri num tabuleiro dentro de um saco de polietileno preto.
Passadas 48 h, 0 saco ¢ retirado e as placas de Petri sdo novamente colocadas a incubar nas
condigdes do ensaio.

Ao fim de 120 h, registou-se 0 numero de sementes germinadas em cada caixa.

Sempre que possivel, calcularam-se os valores de ECsp.

6.6.4. Determinacdo dos metais acumulados nas minhocas (bioacumulagéo)

No final das primeiras quatro semanas do ensaio de reproducao descrito anteriormente,
as minhocas foram lavadas, pesadas e colocadas em caixas plasticas tapadas, forradas com

tiras de papel absorvente embebidas em agua de Mili-Q, de modo a permitir a sua depuracéo.
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Apos a depuracdo, as minhocas foram novamente lavadas, pesadas, colocadas em tubos de
centrifuga e congeladas durante 4 horas para as anestesiar antes da sua digestéo.

Antes da sua digestdo, as minhocas foram transferidas para um cadinho de porcelana e
secas em estufa (Memmer UNE 400) a 105°C até peso constante, de modo a que o teor em
metais pudesse ser reportado ao seu peso seco.

O protocolo de digestéo utilizado foi adaptado de Conder et al. (2002). A digestéo foi
efetuada com 10 ml de HNO3 conc. (65% p/p, d=1,43). A mistura foi deixada em contacto
durante 18 horas a 25°C, ap0s 0 que se aqueceu em banho-maria de argolas (Selecta
Precisterm) até evaporacdo completa do &cido. De seguida foi efetuada uma redissolucdo
usando 10 ml de HNO3; 0,5 M. Deixou-se arrefecer e filtrou-se através um filtro Whatman n°
40. O volume foi completado com HNOs 0,5 M e armazenado em frascos de polietileno a 4°C
para analise elementar. Foram realizadas quatro réplicas por cada amostra de solo e um ensaio
em branco por cada grupo de amostras.

A analise dos metais e/ou metaldides foi feita por espectrofotometria de absorcao
atbmica com atomizacdo por chama (Varian Spectra AA 220FS) ou com atomizacgdo
eletrotérmica (Varian Spectra AA 2202).

6.7. Ensaios enzimaticos

A avaliacdo da qualidade dos solos foi também efetuada recorrendo a determinacdo da
atividade de algumas enzimas do solo (e.g. B-glucosidase, fosfatases &cidas, urease e
desidrogenase). A determinacdo das atividades enzimaticas foi feita em amostras de solo a
“humidade de campo”, conservadas a 4°C desde a amostragem até a sua analise. Todas as
amostras analisadas foram crivadas por crivo de malha 2 mm. Foi determinada a humidade
residual destas amostras de solo, utilizando a mesma metodologia que a utilizada para as
amostras secas ao ar, e a respetiva atividade enzimatica foi reportada a matéria seca.

A determinacdo da atividade enzimatica da desidrogenase foi efectuada de imediato,

sem ter submetido o solo a qualquer tipo de conservacao.

6.7.1. p-Glucosidase

A B-glucosidase esta envolvida no passo final da degradacéo da celulose, catalisando a
hidrolise de carbohidratos com ligagdes p—D-glucésido, como a celobiose, proporcionando

substratos energeticos para os microrganismos heterotroficos do solo. O método utilizado
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baseia-se na determinacdo do p-nitrofenol libertado ap6s a incubacéo do solo com o substrato
p-nitrofenil-d-glucopirandsido, durante 1 h a 37°C (Tabatabai, 1982; Eivazi e Tabatabai,
1988; Alef e Nannipieri, 1995; Alvarenga, 2009). O produto da reacdo é determinado
espectrofotometricamente a 400 nm (espectrofotometro UV-Vis Amersham Biosciences
Ultrospec 2100 pro).

6.7.2. Fosfatases acidas

Método baseado na determinagdo do p-nitrofenol libertado ap6s a incubacéo do solo
com o substrato p-nitrofenilfosfato (PNP &c.) durante 1 h a 37°C (Tabatabai e Bremner, 1969;
Eivazi e Tabatabai, 1977; Alef et al., 1995; Alvarenga, 2009). O produto da reacdo é
determinado espectrofotometricamente a 400 nm (espectrofotometro UV-Vis Amersham

Biosciences Ultrospec 2100 pro).

6.7.3. Urease

Método baseado na determinacdo do azoto amoniacal libertado ap6s a incubagdo do
solo com o substrato ureia durante 2 h a 37°C (Kandeler e Gerber, 1988; Alef e Nannipieri,
1995a; Alvarenga, 2009). O produto da reacdo é determinado espectrofotometricamente a 690
nm (espectrofotometro UV-Vis Amersham Biosciences Ultrospec 2100 pro).

6.7.4. Desidrogenase

O procedimento analitico de determinacdo da atividade enzimatica da desidrogenase
baseia-se na reducdo do cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolium (TTC) a trifenilformazan (TPF),
uma vez que, na auséncia de oxigenio, o TTC atua como aceitador final de eletrdes. A solucdo
de TTC é adicionada a amostra de solo, sendo a mistura incubada a 25°C durante 16 h. O TPF
libertado é extraido com acetona e determinado espectrofotometricamente a um comprimento
de onda de 546 nm (espectrofotdmetro UV-Vis Amersham Biosciences Ultrospec 2100 pro)
(Chander e Brookes, 1991; Tabatabai, 1994; 1SO 23753-1, 2002; Alvarenga, 2009).
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6.8. Analises as plantas

As plantas recolhidas nos diferentes locais de amostragem, a esteva (C. ladanifer) e a
urze (E. andevalensis) foram lavadas com &gua corrente abundante e, posteriormente, com
agua destilada, de modo a retirar as impurezas depositadas a superficie do material foliar. De
seguida, procedeu-se a secagem em estufa (Memmert UNG 400) do material vegetal a 60°C
durante 48 horas. Apds a secagem, foi efetuada a sua moagem. O material foi conservado em

sacos de pléastico fechados, ao abrigo da humidade e da luz, até a sua anélise.

6.8.1. Digestdo de amostras de plantas para a determinacédo dos metais totais

Procedeu-se a mineralizagcdo das amostras por via seca e a sua solubilizacdo com
acido, a quente, de acordo com a metodologia descrita por Alvarenga (2011c).

Neste processo, 2 g de material vegetal, preparado de acordo com a descri¢ao anterior,
foram mineralizados a 550°C durante 6-8 h. Ao residuo calcinado foram adicionados 10 ml de
HCI 3N. Procedeu-se ao seu aquecimento até evaporacdo a secura. Este passo foi repetido trés
vezes. Na terceira vez, deixou-se apenas 10 minutos, ndo evaporando até a secura. O liquido
foi transferido para um baldo de 500 ml, onde o seu volume foi completado com &gua
ultrapura, e, de seguida, filtrado através de um filtro Whatman n°40. Foram preparadas trés
réplicas para cada amostra bem como um ensaio em branco por cada grupo de amostras.

A amostra foi transferida para frascos de polietileno e conservada a 4°C até ao
momento da analise. A andlise dos metais e/ou metalGides foi feita por espectrofotometria de
absorcéo atdbmica com atomizacdo por chama (Varian Spectra AA 220FS) ou com atomizacao
electrotérmica (Varian Spectra AA 2202).

6.9. Tratamento estatistico dos resultados

Os resultados foram sujeitos a andlise de variancia a uma via (ANOVA), tendo-se
adoptado o teste post-hoc Tuckey HSD na separacdo das médias. Foram calculados
coeficientes de correlacdo de Pearson entre os teores em As, Cu e Zn nas folhas de E.
andevalensis e C. ladanifer, e os repetivos teores no solo nas diferentes fragdes. Foram
utilizados trés niveis de significancia; P < 0,05; P < 0,01; P < 0,001. O mesmo tipo de
tratamento foi efetuado entre os teores em As, Cu, Pb e Zn bioacumulados pela E. fetida

durante os 28 dias de exposi¢éo aos solos, e 0s repetivos teores no solo nas diferentes fragdes.
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Neste caso, os resultados foram analisados para um sé nivel de significancia: P < 0,05. O
tratamento estatistico dos resultados foi executado com o programa Statistica 6.0 (StatSoft,
Inc., 2001).

Os valores de NOEC e LOEC foram calculados usando o Teste de Dunnet com o
programa Statistica 6.0 (StatSoft, Inc., 2001), considerando os resultados encontrados no solo
artificial como o “grupo controlo”.

Os valores de ECsy foram calculados utilizando um modelo de regressdo nédo-linear
(Four Parameter Logistic Curve) com o software SigmaPlot 10.0 (Systat, Inc., 2001).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, foi efetuada a caracterizacdo do solo de cinco locais potencialmente
contaminados da Mina de S8o Domingos e de um local ndo contaminado, a alguns
quilémetros da zona contaminada.

Na caracterizacdo dos solos foram utilizados parametros fisico-quimicos,
ecotoxicoldgicos e enzimaticos. Os resultados obtidos estdo apresentados e discutidos nos

sub-capitulos seguintes.

7.1. Anélises fisico-quimicas

Todos os solos em andlise sdo constituidos principalmente por elementos grosseiros
(Tabela 4). As amostras foram colhidas em solos pouco desenvolvidos, alguns sobre
escombreiras antigas, dai que a sua constitui¢do tenha um teor importante de areia grossa.

A fragdo argilosa é, em todos o0s solos, bastante baixa (< 10%). Segundo o diagrama
para classificacdo da textura adaptado aos limites internacionais das fracfes granulométricas,
por Gomes e Silva (1962), os solos sdo de textura média, na sua maioria do tipo franca-

arenosa.

Tabela 4. Anélise granulométrica dos solos.

Amostra Areia Grossa | AreiaFina | Areia Limo | Argila Classe
(%) (%) (% total) | (%0) (%) Textural
L1 40,70 43,88 84,58 9,51 4,13 Arenosa-franca
L2 39,42 42,54 81,96 12,08 4,40 Franca-arenosa
L3 41,41 31,58 72,99 22,29 4,22 Franca-arenosa
L4 39,77 36,15 75,92 18,16 4,73 Franca-arenosa
L5 51,06 22,87 73,93 17,05 8,85 Franca-arenosa
L6 68,31 16,19 84,50 11,03 5,25 Arenosa-franca

Os dados apresentados na Tabela 5. mostram que os valores de pH dos solos
amostrados sao significativamente diferentes de local para local, segundo a classificacdo de
Quelhas dos Santos (1996), sendo maioritariamente muito acidos, especialmente nas amostras
colhidas nos locais L1 e L4 com pH(H,O) = 3. A amostra colhida no local L5, embora

também tenha sido recolhida na Mina de S& Domingos, tem um pH perto da neutralidade.
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Estes valores refletem a natureza dos materiais sobre 0s quais os solos tiveram origem e
evoluiram, resultando da oxidacdo dos sulfuretos presentes na mineralizacdo. Ou seja, 0S
solos desenvolvidos sobre escombreiras ou solos sob influéncia de aguas de lixiviacdo de
escombreiras serdo mais acidos que os solos desenvolvidos sobre xistos, porque 0s primeiros
tém a influéncia dos minerais contidos nas mineralizagdes, nomeadamente os sulfuretos que
acidificam o meio apds alteracdo por oxidacao e hidrolise.

Os valores de condutividade elétrica (CE) das amostras de solos analisadas foram mais
elevados nos solos dos locais L1, L2, L3 e L4, sendo os valores dos restantes pontos muito
mais reduzidos. A CE elevada é uma caracteristica comum em escombro com elevadas
concentragdes de pirite e carbonatos (Nielson e Peterson, 1972). Altos niveis de CE afectam o
metabolismo de plantas e/ou a permeabilidade da membrana (Greenway e Munnus, 1980).
Por isso, 0 crescimento da vegetacdo nestes locais € restringido as plantas que se conseguem
adaptar a elevados valores de salinidade do solo, como € o caso da E. andevalensis e C.
ladanifer. Portanto, a salinidade nos escombros pode ser uma das principais restricdes para o
estabelecimento da vegetacdo, co-adjuvada pela falta de agua, falta de nutrientes e, também,
por desequilibrios entre estes, podendo provocar toxicidade ionica especifica (Wild, 1993).

O conteudo em MO dos solos amostrados nos locais L1, L2, L3 e L4 foi bastante
baixo, comprometendo o estabelecimento das plantas. Este baixo teor em MO é concomitante
com uma acentuada deficiéncia de nutrientes (Tabela 3), 0 que € bastante comum em solos
afetados por atividades mineiras (Smith e Bradshaw, 1979; Pichtel et al., 1994; Alvarenga,
2009), fazendo com que o estabelecimento das plantas seja dificil. A matéria organica ndo s6
atua como um reservatorio de macronutrientes essenciais, mas, também, fornece um recurso
alimentar para invertebrados e microrganismos e, assim, ajuda a reciclagem de nutrientes.
Baixa percentagem de matéria organica pode levar a lixiviacao de nutrientes.

A semelhanca do teor em matéria organica, os teores de azoto total dos solos dos
locais L1, L2, L3 e L4 foram significativamente inferiores aos dos solos dos locais L5 e L6.
De facto, o solo colhido no local L5 foi o que apresentou a maior percentagem de N total
(0,21%), mais do dobro das restantes amostras.

As amostras onde se determinaram maiores quantidades de fosforo ‘“assimilavel”
foram as L5 e L6 com 26,2 mg de P,Os kg™ e 17,4 mg P,Os kg™, respetivamente. De acordo
com Quelhas dos Santos (1996), as restantes amostras apresentam um teor de P,Os
“assimilavel” muito baixo (<25 mg P,0s kg™). Alias, também a amostra controlo (local L6)
apresenta um teor em fosforo “assimilavel” considerado muito baixo, caracteristico dos solos

do Baixo Alentejo, em que o0 baixo teor em matéria organica e nutrientes vegetais € comum.
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As amostras L5 e L6 apresentam os valores mais elevados de K “assimilavel”. Na
generalidade das outras amostras ocorrem valores mais baixos, variando entre 10,9 mg kg™ e
48,9 mg kg™*. Segundo Quelhas dos Santos (1996), as amostras do solo dos locais L1 e L3
apresentam um teor em K,O baixo (26-50 mg K,O kg™), enquanto que as amostras do solo
dos locais L2 e L4 apresentam um teor muito baixo (<25 mg K0 kg™). A amostra do solo do
local L5 apresenta um teor médio (51-100 mg K,0 kg™), e a amostra do local L6 um teor de
K0 alto (101-200 mg K,0 kg™).

O solo que apresenta o valor mais elevado de CTC é o amostrado no local L5, o que se
podera dever ao facto do teor em MO deste solo ser mais elevado (2,6%). De facto, uma CTC
elevada podera estar associada a teores elevados de substancias coloidais nos solos, quer de
natureza organica (e.g. substancias humicas) quer de natureza inorganica (e.g. minerais de
argila). Como, neste caso, ndo existem diferencas significativas no que toca ao teor de argila,
as diferencgas na CTC dos solos devem estar relacionadas com o maior ou menor teor de MO
de cada solo.

Sera importante verificar que, de uma forma geral, sera o solo amostrado no local L5 o
que apresenta melhores condigfes nutricionais. De facto, apesar de corresponder a um local
de amostragem na Mina de Sdo Domingos, apresenta até melhores condi¢bes do que o solo
amostrado num local fora da influéncia das actividades mineiras (L6), uma vez que possui um
pH mais proximo da neutralidade, baixa salinidade, e um teor mais elevado de matéria
organica, azoto total e fosforo “assimilavel”. A avaliar por estes resultados, e pelo facto de
esse local de amostragem apresentar muita vegetacédo, tudo indica ser este um local com boas

condicdes de “habitat”.
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Tabela 5. Principais caracteristicas fisico-quimicas dos solos amostrados (média + desvio-padrdo, n = 3). Valores na mesma linha seguidos da

mesma letra ndo apresentam diferencas significativas (Tukey HSD, p > 0,5).

Local de Amostragem

Parametro

L1 L2 L3 L4 LS L6
pH (1:2,5) 296+0,03a | 426+0,05b | 578+0,04c | 298+0,03a | 6,66+0,06e | 599+0,10d
CE (mS cm™) 3,38+0,04c | 495+0,05d | 551+0,12d | 162+053b | 0,98+0,01a | 0,52+0,0la
MO (%) 0,8+0,3a 05+0,6a 0,7+04a 0,4+0,1a 26+£02b 2,1£05b
Nkjeldant (%) 0,09+0,00a | 0,11+0,01a | 0,11+0,02a | 0,11+0,03a | 0,21+0,06b | 0,12+0,04a
P “Assimilavel” (mg P,0s Kg?) | 45+24a 38+29a 1,0+05a 07+03a | 262+20c | 174+12b
K “Assimilavel” (mg KO Kg?) | 26,1+10,7a | 109+13a [ 489+219a | 142+27a | 526+59a | 160,0+387b
CTC (meq 100g™) 10+11a 18+0,6 a 10,4+0,3d 42+06b 13,1+0,1e 59+0,1c
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7.2. Teor em metais nos solos

Nas Tabelas 6, 7, 8 e 9, apresentam-se 0s resultados obtidos para o As, Cu, Pb e Zn
associados as diferentes fracdes analisadas (teor total, efetivamente disponivel/movel, e
potencialmente biodisponivel/mobilizavel).

As concentragdes de As total sdo bastantes elevadas, encontrando-se acima dos valores
limite estabelecidos pela Norma Canadense para a qualidade do solo para uso industrial (12
mg kg') (CCME, 2006) (Tabela 6). Os valores mais elevados foram encontrados nas amostras
nos locais L1 e L5. Porém, a concentracdo desse metaldide nas fracbes potencialmente e
efetivamente biodisponiveis é baixa, representando uma percentagem bastante reduzida do
total. A Unica excecdo é o solo amostrado no local L5, com um teor em As na fracdo
potencialmente biodisponivel consideravelmente elevada, quando comparada com 0s outros
locais.

Considerando o teor total em Cu (Tabela 7), todas as amostras de solo recolhidas em
locais da Mina de Sdo Domingos (L1 a L5) excederam o valor de referéncia das normas
Canadenses para o Cu (91 mg kg™). Apesar do seu teor na fracio efetivamente biodisponivel
ter sido inferior ao valor de referéncia em todos os locais de amostragem, foram encontrados
elevados valores na fracdo potencialmente biodisponivel no solo dos locais L3 e L5: 25% e
33% do teor total.

Tal como aconteceu nos metais estudados até aqui, a concentracéo total do Pb (Tabela
8) nos diferentes locais da Mina de Sdo Domingos (L1 a L5), também excede os valores de
referéncia da norma Canadense para esse metal (600 mg kg™) (CCME, 2006). Na maioria dos
solos, as fracBes biodisponiveis desse metal sdo relativamente baixas, tanto potencialmente
como efetivamente biodisponiveis, com menos de 10% do conteudo total nessas formas. A
excecdo a esta regra foi a amostra colhida no local L2, onde foram encontrados teores de Pb
elevados, mesmo nas fracfes potencialmente e efetivamente biodisponives; cerca de 44% do
teor total desse elemento encontra-se numa forma mobilizavel no solo, o que corresponde a
uma concentracéo de 4740 mg kg™ de Pb.

O comportamento do Zn (Tabela 9) também seguiu 0 mesmo padrdo dos elementos
anteriores, com valores superiores ao valor de referéncia para todos os solos de locais de
amostragem na Mina de S&o Domingos (L1 a L5). Também para este elemento, 0s teores mais
elevados em termos de biodisponibilidade foram encontrados na fragdo potencialmente
biodisponivel dos solos dos locais L3 e L5: 32% e 36% do teor total, respectivamente.
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Tabela 6. Resultados obtidos para o As nas diferentes fragdes analisadas (média + desvio-padréo, n = 3). Valores na mesma coluna seguidos da mesma

letra ndo apresentam diferencas significativas (Tukey HSD, p > 0,5).

Potencialmente biodisponivel | Efectivamente biodisponivel
4 1 Valor-limite
Local de Teor total (mg kg™) (mg kg™)
1 das Normas
amostragem| (mgkg™) Teor Teor -
1 % do total 1 % do total | do Canada (°)
(mg kg™) (mg kg™)

1 1956 £ 403 c| 0,80+ 0,39 ab 0,04 0,11+ 0,09 ab 0,01
2 1777 £ 94 bc| 1,07+£0,02Db 0,06 0,13+ 0,05 ab 0,01
3 746 £33 ab | 0,19 £ 0,03 ab 0,03 0,07 £ 0,04 ab 0,01 1
4 753 +£32ab | 0,27 £ 0,09 ab 0,04 0,05+0,01 ab 0,01
5 5598 +899d| 9,45+0,78c 0,17 0,18+0,02b 0,06
6 32+3a 0,08 £0,02a 0,24 <LQ* -

*LQ: limite de quantificacio; LQ (As) = 0,050 mg kg™.

! Valores de referéncia para alguns metais existentes nas normas Canadenses (Canadian Soil Quality Guidelines for the Protection of Environmental and Human Health) para solos

de uso industrial (CCME, 2006).
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Tabela 7. Resultados obtidos para o Cu nas diferentes fracfes analisadas (média + desvio-padrdo, n = 3). Valores na mesma coluna seguidos da mesma

letra ndo apresentam diferencas significativas (Tukey HSD, p > 0,5).

Potencialmente biodisponivel | Efectivamente biodisponivel o
1 1 Valor-limite
Local de Teor total (mg kg™) (mg kg™)
1 das Normas
amostragem| (mgkg™) Teor Teor ,
1 % do total 1 % do total | do Canada
(mg kg™) (mg kg™)

1 562+54b | 9,00+0,47a 1,60 439+115b 0,78
2 520+ 18b | 4126+347a 7,93 4,66 +1,16 b 0,89
3 1812 + 136 ¢ | 453,79 £ 54,46 C 25,04 1,82+0,60a 0,10 o1
4 1928 £122c| 19,36+ 1,84 a 1,00 12,33+1,19¢ 0,64
5 484 £115Db [161,36 £ 26,14 b 33,32 0,52+0,04a 0,11
6 19+2a 1,12+0,07 a 5,88 <LQ* -

*<LQ: limite de quantificacdo; LQ (Cu) = 0,500 mg kg™.
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Tabela 8. Resultados obtidos para o Pb nas diferentes fracGes analisadas (média + desvio-padréo, n = 3). Valores na mesma coluna seguidos da mesma

letra ndo apresentam diferencas significativas (Tukey HSD, p > 0,5).

Potencialmente biodisponivel

Efectivamente biodisponivel

1 1 Valor-limite
Local de Teor total (mg kg™) (mg kg™)
1 das Normas
amostragem (mg kg™) Teor Teor )
1 % do total 1 % do total | do Canada
(mg kg™) (mg kg™)
1 3648 £ 111 ¢c 70,19+ 443 a 1,92 <LQ** - 600
2 10795 + 856 d 4740,89 £ 474,42 b 43,92 72,42 +8,18b 0,67
3 1163 +£129D 91,31+x9,551a 7,85 <LD*** -
4 1049 + 88 ab 3,88+ 0,62a 0,37 <LD*** -
5 14041 £ 445 e 44554 £ 72,41 a 3,17 <LD*** -
6 <LQ* <LQ** - <L D*** _

*_Q: abaixo do limite de quantificacdo para os metais totais; LQ (Pb) = 20 mg kg™.

**<|_Q: abaixo do limite de quantificacdo para os metais potencialmente biodisponiveis e efectivamente biodisponiveis; LQ (Pb) =5 mg kg™

**x<| D: abaixo do limite de deteccio para os metais efectivamente biodisponiveis; LD (Pb) = 0,167 mg kg™*.
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Tabela 9. Resultados obtidos para 0 Zn nas diferentes fragdes analisadas (média + desvio-padrdo, n = 3). Valores na mesma coluna seguidos da mesma

letra ndo apresentam diferencas significativas (Tukey HSD, p > 0,5).

Potencialmente biodisponivel Efectivamente biodisponivel
4 1 Valor-limite
Local de Teor total (mg kg™) (mg kg™)
1 das Normas
amostragem (mg kg™) Teor Teor )
1 % do total 1 % do total | do Canada
(mg kg™) (mg kg™)
1 816 +239 b 29,16 £2,10a 3,58 30,19+0,67b 3,70 360
2 879+132b 149,09+ 7,82 b 16,96 81,34+1194c 9,25
3 2023 +246d | 645,21 +12,89d 31,90 44,00 £ 18,44 b 2,18
4 2140 + 146d 4,92 +0,27 a 0,23 4,29+0,34a 0,20
5 1415+ 125¢ | 511,32+86,82¢ 36,15 523+0,84a 0,37
6 68+t1la 2,06 +0,23 a 3,02 0,80 + 0,08 a 1,17
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Considerando os resultados obtidos para o As, Cu, Pb e Zn, apresentados

anteriormente, é importante realcar alguns pontos:

e As concentracOes totais desses elementos nos solos da Mina de Sdo Domingos (L1 a
L5) sdo elevadas, excedendo largamente os valores limites estabelecidos pela Norma
Canadense para a qualidade do solo para uso industrial;

e Nalguns locais, e para alguns elementos, os teores desses elementos na fracédo
potencialmente biodisponivel é igualmente elevada, excedendo o valor de referéncia: Cu
nos locais L3 e L5, Pb no local L2, e Zn nos locais L3 e L5;

e O solo do local L5 distingue-se também por apresentar teores elevados de As e Pb na
fracdo potencialmente biodisponivel;

e Osolodos locais L2 e L5 caracteriza-se por ter teores elevados de As e Pb;

e O solo dos locais L3 e L4 caracteriza-se por ter teores elevados de Cu e Zn;

e Duma forma geral, os teores dos diferentes elementos na fracdo efetivamente
biodisponivel foram baixos: menos de 1% do total para o As, Cu e Pb, e menos de 10%
do total no caso do Zn;

e O valor de pH proximo da neutralidade do solo do local L5, em conjugacdo com o
facto de ser o solo com maior teor em MO e uma maior CTC, pareceram exercer um
efeito muito importante na imobilizacdo dos elementos analisados: apesar dos seus teores
totais serem muito elevadas, os seus teores na fracdo efetivamente biodisponivel sdo
menores do que, ou sem diferenca significativa, dos valores encontrados para esses
elementos nos locais L1 a L4;

e Por fim, de realcar o facto de o solo do local L5, que anteriormente se evidenciou por
apresentar as melhores caracteristicas de todos os locais em termos nutricionais, ser o
que, em termos da contaminagdo por metais, avaliada através dos seus teores totais, 0 que

mais se destaca.

7.3. Avaliacéo da ecotoxicidade do solo

7.3.1. Ensaio de mortalidade com E. fetida

No ensaio de mortalidade com E. fetida ndo se observou mortalidade para nenhuma

das concentrac@es utilizadas no ensaio, ap6s o0s 14 dias de exposicdo, ndo tendo sido possivel

calcular os valores de ECs.
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Como consequéncia do facto de néo se ter verificado toxicidade aguda, escolheram-se
as mesmas concentragdes de solo teste para serem utilizadas no ensaio crénico: 0, 25, 50, 75 e
100% p/p.

7.3.2. Ensaio de reproducéo com E. fetida

Os resultados obtidos no ensaio de reproducdo com E. fetida encontram-se na Figura
14. Verificou-se um efeito de estimulacdo da reproducdo das minhocas expostas ao solo do
local L5, e um efeito contrério nos organismos expostos aos solos recolhidos nos outros
pontos de amostragem. O solo que evidenciou um maior efeito de inibicdo da reproducéo, por
iSs0 mais toxico de acordo com este ensaio, foi 0 solo do local L4, com um valor de LOEC de
25% (p/p), e com um valor de ECso de 4% (p/p) (Tabela 10). A variabilidade entre réplicas
encontrada nas outras concentrag¢fes impediu o célculo do valor de ECsg, tendo-se obtido uma
resposta toxica semelhante para esses solos (L1, L2, L3 e L6).

Pode parecer estranho que seja no solo do local L5, onde a contaminagdo por metais
foi uma das mais acentuadas, que foram encontrados melhores resultados neste bioensaio.
Porém, ndo nos podemos esquecer que foi também neste local que foram encontradas as
melhores condigdes nutricionais, nomeadamente pH mais alto e teor mais elevado em matéria
organica e azoto total, factores estes que podem ter sido os causadores deste estimulo que se

verificou na reproducéo das minhocas.
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Figura 14. Resultados dos ensaios de reproducdo com E. fetida (média £ desvio-padréo, n =
4). Barras marcadas com (*) representam valores significativamente diferentes do grupo

controlo em solo artificial (0%) (Teste de Dunnett).
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Tabela 10. Resultados obtidos para os pardmetros ecotoxicoldgicos no ensaio de reproducéo.

Local de Amostragem | NOEC (%) | LOEC (%) | EC50 (%)
L1 25 50 N.C.
L2 25 50 N.C.
L3 25 50 N.C.
L4 <25 25 4
LS N.C. N.C. N.C.
L6 25 50 N.C.

Legenda:

NOEC (No Observable Effect Concentration): Valor maximo de concentracdo sem efeito
sobre os organismos (%, p/p).

LOEC (Lowest Observable Effect Concentration): Valor minimo de concentracdo onde se
observa efeito sobre os organismos (%, p/p).

ECso: Valor de concentracdo onde se observa efeito em 50% dos organismos expostos, ou
onde se observa uma redugdo de 50% na resposta, relativamente ao controlo (%, m/m).

N.C.: Néo calculado.

O solo amostrado no local L4 foi identificado como o mais toxico entre os seis, em
conformidade com os resultados anteriores: foi um dos solos que apresentou maior
contaminacdo em metais e piores condi¢es nutricionais. Porém, é importante destacar uma
caracteristica desses bioensaios, ja apontado por outros autores (Amorim et al., 2008; Udovic.
e Lestan, 2010) e pela 1SO (ISO 17512-1, 2008): as propriedades do solo precisam ser
consideradas na interpretacdo dos resultados e, neste estudo, as propriedades do solo variavam
muito de local para local, principalmente entre o local L5 e os outros locais de amostragem na
mina (L1 a L4).

7.3.3. Ensaio de germinagao com L. sativa

Pelos resultados obtidos no ensaio de germinagdo com L. sativa, podemos verificar
gue o solo que produziu uma maior resposta toxica foi o solo do local L4, logo seguido do
solo do local L2 (Fig. 15). Os solos dos locais L1 e L3 apresentaram, neste caso, uma resposta
toxica muito semelhante. O efeito observado no caso do solo do local L5 foi, neste caso,

insuficiente para permitir o calculo de ECsy (Tabela 11).
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Também neste caso se verificou uma situacdo semelhante & do bioensaio de
reproducéo: o facto de o solo do local L5 ter sido o que evidenciou menor toxicidade, apesar
do seu elevado teor em metais, pode estar relacionado com o facto de possuir melhores

caracteristicas nutricionais.
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Figura 15. Resultados dos ensaios de germinacdo com L. sativa (média * desvio-padrdo, n =

4),

Tabela 11. Resultados obtidos para os parametros ecotoxicoldgicos no ensaio de germinacéao.

Local de Amostragem | ECs (%) | 95% CI (%)
L1 44 [39;48]
L2 23 [9;38]
L3 44 [38;50]
L4 20 [9;31]
LS5 N.C. N.C.
L6 71 [51;82]

Legenda:
ECso: Valor de concentragcdo onde se observa efeito em 50% dos organismos expostos, ou

onde se observa uma redugdo de 50% na resposta, relativamente ao controlo (%, m/m).

95% CI (%): Intervalo de confianca para o valor de ECs, calculado (nivel de confianga
95%).

N.C.: Néo calculado.
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7.3.4. Bioacumulagdo de metais pesados por E. fetida

Considerando as concentracdes de As, Cu, Pb e Zn bioacumuladas pela E. fetida (Fig.
16, 17, 18 e 19), verificou-se que, em alguns locais, esses valores foram significativamente
superiores aos demais.

Aparentemente, esses locais parecem ter uma relacdo com os locais onde os teores de
As e Pb totais foram os mais elevados, mas 0 mesmo ndo acontece para o caso do Cu e Zn.
Estes resultados confirmam o facto de que a biodisponibilidade ambiental de um elemento
pode ndo estar relacionada com a concentracao total desse elemento.

E ainda mais dificil perceber uma relagdo entre os teores em metais efetivamente
biodisponivies (extraidos com CaCl, 0,01M) e os teores desses metais bioacumulados. Este
facto foi evidente no solo do local L5: apesar de os seus teores em As, Cu, Pb e Zn
efetivamente biodisponiveis serem mais baixos de que, ou sem diferenca significativa, em
relagdo aos teores encontrados nos outros locais amostrados, os teores bioacumulados pela E.
fetida exposta ao solo do local L5 foram os maiores no caso do As, Pb e Zn, e os segundos
maiores no caso do Cu.

Menos esperado ainda, esses locais onde foram encontrados valores de bioacumulagédo
mais elevados ndo correspondem aos locais onde se observaram respostas toxicas mais
acentuadas (solo do local L4). De facto, os valores mais elevados de bioacumulagao
aconteceram, de uma maneira geral, na exposicdo ao solo do local L5, justamente agquele onde
as respostas toxicas foram as menores.

Na tentativa de encontrar alguma relacdo entre os valores de bioacumulacdo e os
teores de As, Cu, Pb e Zn nas diferentes fracdes, pode verificar-se que os valores mais
elevados de bioacumulagdo ocorreram justamente nos locais onde os teores desses elementos
na fracdo mobilizavel/potencialmente biodisponivel foi a mais elevada. Por esse motivo,
foram encontrados valores bastante elevados para os coeficientes de correlacdo de Pearson
calculados entre os teores de As, Cu, Pb e Zn bioacumulados por E. fetida e esses mesmos
elementos na fragdo mobilizavel/potencialmente biodisponivel (extraidos com uma solugéo
0,5 M de NH,CH3COO, 0,5 M de CH3;COOH e 0,02 M em EDTA, tamponizada a pH 4,7)
(Tabela 12).
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Figura 16. Bioacumulacdo de As pela E. fetida depois de uma exposi¢do de 28 d aos solos
teste (média £ desvio padrdo, n=3). Barras marcadas com a mesma letra ndo apresentam
diferencas significativas (Teste de Tukey HSD, P > 0,05).
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Figura 17. Bioacumulacdo de Cu pela E. fetida depois de uma exposicdo de 28 d aos solos

teste (média £+ desvio padrdo, n=3). Barras marcadas com a mesma letra ndo apresentam
diferencas significativas (Teste de Tukey HSD, P > 0,05).
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Figura 18. Bioacumulacdo de Pb pela E. fetida depois de uma exposicdo de 28 d aos solos
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diferencas significativas (Teste de Tukey HSD, P > 0,05).
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Figura 19. Bioacumulacdo de Zn pela E. fetida depois de uma exposi¢do de 28 d aos solos

teste (média + desvio padrdo, n=3). Barras marcadas com a mesma letra ndo apresentam
diferengas significativas (Teste de Tukey HSD, P > 0,05).
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Tabela 12. Coeficientes de correlacdo de Pearson calculados para os teores em As, Cu, Pb e
Zn bioacumulados pela E. fetida durante os 28 dias de exposicdo aos solos, e 0s respetivos
teores no solo nas diferentes fracbes (n = 18). As correlacbes marcadas séo significativas para

um nivel de significancia *P < 0,05.

AS bioacumulado | CU bioacumulado | PD bicacumulado | ZN bioacumulado
As total 0,93* 0,30 0,84* 0,62*
CU total -0,28 0,46 -0,36 0,10
PD total 0,83* 0,17 0,97* 0,52*
ZN total 0,09 0,61* -0,02 0,37
AS movel 0,69* 0,23 0,71* 0,47*
CU movel -0,37 -0,32 -0,30 -0,50*
Pb movel -0,05 -0,22 0,43 -0,14
ZN movel -0,11 0,14 0,26 0,10
AS mobilizavel 0,94* 0,33 0,81* 0,66*
CU mobilizavel 0,14 0,95* 0,04 0,74*
PDb mobilizavel 0,02 -0,18 0,49* -0,07
ZN mobilizavel 0,50* 0,96* 0,40 0,92*

No caso do As, quanto maior a concentracdo desse metaldide no solo,
independentemente da sua forma (e.g. total, mobilizdvel ou mével) maior a concentracdo
bioacumulada pela E. fetida. Como consequéncia, obtiveram-se correlagdes significativas
entre as diferentes fracdes de As e os valores bioacumulados.

No caso do Cu, apenas se verificou correlagdo significativa entre o teor biocumulado e
o0 teor na fracdo potencialmente biodisponivel, com uma correlagdo bastante elevada (r =
0,95).

No caso do Pb, foi encontrada uma correlacdo muito significativa entre o seu teor
bioacumulado e o seu teor total no solo, ndo se tendo verificado o mesmo facto nem para o Cu
nem para o Zn. Alias, de um modo geral, onde foram encontradas correlagfes significativas
para todos os elementos analisados, foi entre os teores bioacumulados e os teores dos mesmos
elementos na fracdo mobilizvel/potencialmente biodisponivel: os teores dos diferentes
elementos bioacumulados pela E. fetida sdo relativamente maiores quando estas sdo expostas

a solos recolhidos em locais em que a fraccdo mobilizavel desses elementos é também maior.
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Como consequéncia deste facto, pode considerar-se que a avaliagdo da
biodisponibilidade pelo método quimico da extracdo com solugdo 0,5 M em NH,CH3;COO,
0,5 M em CH3COOH e 0,02M em EDTA, pH 4,7, que extrai a fracdo dita mobilizavel ou
potencialmente biodisponivel, é apropriada para avaliar a biodisponibilidade ambiental de As,
Cu, Pb e Zn para a E. fetida.

7.4. Atividades enzimaticas do solo

As enzimas do solo tém sido relatadas como sendo altamente sensiveis aos metais e
metaldides e, portanto, tém sido recomendadas como indicadores bioguimicos padrdo para
uso na avaliacdo do risco de solos poluidos (Pereira et al., 2006; Hinojosa et al., 2004;
Alvarenga, 2009).

A desidrogenase é uma oxedorredutase, que esta presente apenas em células viaveis.
Portanto, os resultados da atividade enzimatica desta enzima representam a atividade média
da populacdo microbiana de um solo, o que poderia ser usado como um indicador da salde do
solo (Tabatabai, 1994; Izquierdo et al., 2005; Alvarenga, 2009). Hidrolases do solo, como [-
glucosidase e fosfatase cida, sdo indicadores sensiveis da qualidade do solo, devido & sua
forte relagdo com a matéria organica do solo em contetdo e qualidade (Pereira et al., 2006;
Izquierdo et al., 2005: Alvarenga, 2009). A Urease tem um papel fundamental na libertacdo
do N inorganico, estando portanto envolvido no ciclo de N (Dick e Bandick, 1999; Alvarenga,
2009). Tripathi et al. (2007) descrevem esta enzima como sendo a mais pertinente enzima
envolvida no ciclo de N.

Através da analise realizada a desidrogenase (Tabela 13), podemos verificar que as
amostras de solo que apresentaram maior atividade enzimatica foram as amostras dos locais
L5 e L6. As restantes amostras apresentam valores inferiores ao limite de detecgéo (0,4 mg
TPF g* MS h), provavelmente como resultante de se tratar de solos com pH e teor de
matéria organica muito baixo (L1, L2 e L4) e por ocorrer contamina¢do em metais nesses
solos. Os valores mais elevados de atividade de B-Glucosidase ocorreram, mais uma vez, nas
amostras colhidas nos locais L5 e L6 (0,65 mmol p-nitrofenol g* MS h™ e 0,5 mmol p-
nitrofenol g MS. h™, respetivamente), verificando-se um decréscimo significativo para os
restantes solos amostrados. A amostra de solo do local L4 apresenta o valor minimo de
atividade enzimatica (0,08 mmol p-nitrofenol g™* MS h™).

A atividade da fosfatase acida (Tabela 13) apresenta 0 seu maximo na amostra de solo

do local L5 (0,25 mmol p-nitrofenol g* MS h™), vindo mais uma vez ao encontro dos

81



Avaliacdo da biodisponibilidade de metais em solos contaminados por atividades mineiras

resultados anteriores, e enfatizando a importancia das condi¢6es nutricionais do solo na sua
atividade enzimatica. Serd também importante, mais uma vez, lembrar que este local tinha
muitas plantas, o que também podera ter influéncia nos outros parametros bioldgicos de
avaliacédo da qualidade do solo.

Na Tabela 13. verifica-se que a amostra de solo do local L6 apresenta a atividade
enzimatica maxima de urease (0,98 pmol N-NH," g* DM h™), o que pode estar relacionado
com o facto de esta ser a amostra de solo com pH (5,9) mais proximo do considerado 6ptimo
(6-7). N&o ocorre qualquer atividade da urease nas amostras de solo dos locais L1, L4 e L5, 0
que indica uma atividade enzimética baixa desta enzima.

Neste estudo, os valores mais baixos de atividades enzimaticas foram encontrados para
o0s solos dos locais L1 e L4, de acordo com o facto destes apresentaram, simultaneamente, o
menor teor de MO e elementos nutricionais, pH mais &cido e concentracfes elevadas de
metais e metaldides: estes aparentam ser os fatores mais importantes que, quando conjugados,

afetam a atividade da comunidade microbiana do solo.
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Tabela 13. Resultados obtidos para as atividades enziméticas dos solos (média £ desvio-padrdo, n=3).

Local de amostragem Desid roglenase 1 B-fgjlucosidase1 1 Fos.fatase écidla 1 Urea:se 1 1
(mg TPF g~ MS h™) | (mmol p-nitrofenol. g~ MS h™) | (mmol p-nitrofenol. g~ MS h™) | (umol N-NH4" g~ MS h™)
L1 <LD* 0,24+0,06 0,12+0,01 < LD**
L2 < LD* 0,28+0,06 0,14+0,02 0,92+0,07
L3 < LD* 0,10+0,03 0,13+0,02 0,75+0,06
L4 <LD* 0,08+0,06 0,12+0,09 < LD**
L5 2,8+11 0,65+0,06 0,25+0,10 < LD**
L6 3,4+0,8 0,55+0,01 0,19+0,004 0,98+0,02

*<LD: abaixo do limite de detecdo da desidrogenase; LD (Desidrogenase) = 0,4 mg TPF.g™ MS.h™.
**<|_D: abaixo do limite de detecdo da urease; LD (Urease) = 0,31 mg TPF.g* MS.h™.
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7.5. Metais totais nas plantas

Os elementos que ocorrem na forma disponivel nos solos podem ser absorvidos e,
eventualmente, acumulados pela vegetacdo. Nas Tabelas 14 e 15 apresentam-se as
concentragdes totais de As, Cu, Pb e Zn analisados nas amostras de esteva (C. ladanifer) e
urze (E. andevalensis) colhidas nos diferentes locais de amostragem.

Para os elementos analisados, hd que realcar que estamos a falar de elementos muito
distintos no que toca a sua essencialidade para a planta: 0 As e o Pb sdo elementos ndo
essenciais para as plantas, a que elas ndo deveriam estar expostas nem necessitam de
acumular, enquanto o Cu e Zn sdo micronutrientes essenciais para as plantas, sendo que os
solos em questdo apresentam valores que excedem largamente os valores considerados
essenciais para as plantas, para ambos os elementos. Para facilitar a anélise dos resultados dos
teores em metais e em metaldides nas plantas, foram utilizados dois tipos de valores limite
(Mendes e Maier, 2008):

e Limite de toxicidade de cada elemento para as plantas, que representa o
valor, ou intervalo de valores, que ndo deveriam ser excedidos em “plantas
saudaveis”, correndo-se 0 risco de elas poderem apresentar sintomatologia de
toxicidade;

e Limite de toxicidade de cada elemento em plantas para consumo animal,
que representa o valor que ndo deveria ser excedido em plantas utilizadas em
alimentacdo animal (forragem ou pasto). Neste caso, estando n6s em presenca
de plantas silvestres, que ndo se destinam ao consumo animal, o uso deste
valor limite tem o Unico propdsito de poder servir como indicador de que a
concentragdo desse metal ou metaldide nessa planta, mesmo que silvestre, ndo

conduz a um risco de entrada desse elemento na cadeia alimentar humana.

Por outro lado, para que se perceba o comportamento destas plantas em relacéo a estes
elementos no solo, é importante que se calculem os valores dos fatores de concentragédo (FC)
de cada planta em relagdo a cada um destes elementos, podendo estes ser calculados como a
razdo entre a concentragéo do elemento nas folhas da planta e a sua concentragéo no solo.

O célculo dos FC de cada planta em relagdo a cada elemento permite avaliar qual o seu
comportamento em relacdo a esse metal (e.g. exclusora, indicadora, acumuladora, hiper-
acumuladora), bem como avaliar da possibilidade da sua utilizacdo numa estratégia de

fitorremediacdo de solos (Alvarenga et al., 2004):
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e FC > 1: estamos na presenca de uma planta acumuladora de metais ou
metalGides, podendo ser utilizada numa estratégia de fitoextracdo de solos
contaminados com esse(s) elementos (Alvarenga et al., 2004);

e FC < 1: estamos na presenca de uma planta exclusora de metais ou metaldides,
podendo ser utilizada numa estratégia de fitoestabilizacdo de solos
contaminados com esse(s) elementos (Alvarenga et al., 2004). De facto, é
importante assegurar esse facto para que se possa garantir que essa estratégia
de remediagdo de solos ndo vai contribuir para a entrada desse elemento,

potencialmente tdxico, na cadeia alimentar humana ou animal.

Considerando os resultados obtidos (Tabela 14 e 15), podemos verificar que foi
impossivel quantificar o teor em Pb nas folhas de ambas as plantas, uma vez que 0S seus
teores se apresentaram abaixo do limite de detecdo da técnica analitica utilizada, e que foi de
41,7 mg Pb kg™ MS. Esse resultado néo nos permite avaliar se os teores de Pb nas plantas se
encontram, ou ndo, abaixo dos limite de toxicidade de ambas as plantas, uma vez que esse
valor se situa dentro do intervalo de valores de toxicidade para esse elemento. Porém, esse
resultado é suficiente para podermos afirmar que, tanto a esteva como a urze que crescem na
zona da Mina de Sdo Domingos, apresentam um teor em Pb abaixo do limite de toxicidade
em plantas para consumo animal. Por isso, 0 risco de entrada desse elemento na cadeia
alimentar por consumo dessas plantas por algum organismo selvagem é muito reduzido.

De facto, 0 mesmo pode ser dito relativamente a todos os outros elementos, uma vez
gue em ambas as plantas os teores em As, Cu e Zn correspondem a valores que estdo abaixo
dos limite de toxicidade em plantas para consumo animal (Mendez e Maier, 2008).

Considerando os valores dos FC calculados para o As, Cu e Zn para ambas as plantas,
podemos verificar que eles sdo < 1 no caso de As e do Cu, indicando que essas plantas se
comportam como exclusoras relativamente a esses metais. Os valores de FC mais elevados,
mas ainda assim < 1, foram encontrados para o elemento Zn na esteva, em concordancia com
os resultados encontrados por outros autores (Alvarenga et al., 2004; Alvarenga, 2010).
Podemos pois considerar que estas plantas podem ser utilizadas em estratégias de
fitoestabilizacdo de solos de minas abandonadas semelhantes a S& Domingos, ou seja, todas
as situadas na FPI, uma vez que ndo acumulam os metais potencialmente toxicos que podem
apresentar concentracfes muito elevadas em alguns locais dessas minas. Importante sera
também dizer que ambas as plantas nascem espontaneamente nestes solos, sendo que, se a

esteva (C. ladanifer) pode apresentar uma queda de folha nalguns destes locais, que pode ser
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interpretada como um indicador de fitoxicidade, a urze (E. andevalensis) apresenta, em todos
os locais de amostragem, um aspeto de enorme vitalidade, indicador de uma adaptagédo
mesmo as condicdes extremas de alguns locais utilizados no estudo.

No caso da esteva, 0s teores de As mais elevados foram encontrados nas plantas do
local L5, significativamente mais elevados do que nos restantes locais. No caso do Cu, 0s
teores encontrados na esteva em todos os locais da Mina de S&o Domingos séo
estatisticamente semelhantes, apresentando apenas diferencas significativas relativamente as
plantas amostradas no local L6. No caso do Zn, os teores obtidos nas estevas dos locais L3 e

L4 sdo significativamente superiores aos encontrados nas outras plantas.

Tabela 14. Resultados obtidos para o teor em As, Cu, Pb e Zn em amostras de C. ladanifer
recolhidas nos diferentes locais de amostragem (média + desvio-padréo, n = 3). Valores na
mesma coluna seguidos da mesma letra ndo apresentam diferencas significativas (Tukey
HSD, P >0,5).

As Cu Pb Zn

Local de amostragem L 1 1 L
(mg kg™ MS) | (mg kg™ MS) | (mg kg™ MS) | (mg kg™ MS)

1 16+£0,2b 9+2ab <LD 90+19a
2 1,3+0,1ab 7+x2ab <LD 77+15a
3 21+05b 11+3b <LD 181+8b
4 15+0.2b 8xlab <LD 205+49b
5 10,3+0,8¢c | 9,704 ab <LD 69+t4a
6 0,3+0,1a 5,8+0,8a <LD 52+12a
Limite de toxicidade para
esse elemento na planta (*) >20 220 3100 100-400
Limite de toxicidade em
plantas para consumo animal 30 40 100 500
()
Factores de concentracédo (FC)
Média 0,003 0,06 _ 0,20
Maximo 0,008 0,31 _ 0,75
Minimo 0,001 0,004 0,05

LD(Pb) = 41,7 mg kg™ MS: (*) Mendez e Maier (2008).
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Tabela 15. Resultados obtidos para o teor em As, Cu, Pb e Zn em amostras de E.
andevalensis recolhidas nos diferentes locais de amostragem (média + desvio-padrdo, n = 3).
Valores na mesma coluna seguidos da mesma letra ndo apresentam diferencas significativas
(Tukey HSD, p > 0,5).

Local de amostragem As-l Cl_Jl Pl_Jl “n
(mg kg™ MS) | (mg kg™ MS) | (mg kg™ MS) | (mg kg-1 MS)
1 79+£0,7c¢c 10,4+0,8hc <LD 52+9a
2 2,15+0,05a 16 8 bc <LD 77+10a
3 20+04a 7t1lab <LD 56+35a
4 480+0,07b 20+ 3¢ <LD 84+21a
5 40£09b 15+1bc <LD 101+10a
6 n.a. n.a. n.a. n.a.
Limite de toxicidade para
esse elemento na planta (*) >20 220 3100 100-400
Limite de toxicidade em
plantas para consumo animal 30 40 100 500
(*)
Factores de concentracao (FC)
Média 0,003 0,02 _ 0,06
Méximo 0,006 0,03 _ 0,09
Minimo 0,001 0,004 0,03

LD(Pb) = 41,7 mg kg™~ MS; n.a.: N&o analisado; (*) Mendez e Maier (2008).

O mesmo tipo de analise pode ser estabelecido para os teores em As, Cu e Zn na urze,;
porém, serd mais interessante considerar as relacdes existentes entre 0os metais e metaldides
nas plantas e os respetivos teores no solo, nas diferentes fracdes analisadas. Para isso, foram
calculados os coeficientes de correlacdo de Pearson (r) entre esses valores: 0s teores em As,
Cu e Zn nas plantas e os respetivos teores total, efetivamente biosponivel e potencialmente
biodisponivel (Tabela 16).
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Tabela 16. Coeficientes de correlagdo de Pearson calculados para os teores em As, Cu e Zn
nas folhas de E. andevalensis e C. ladanifer, e os respetivos teores no solo nas diferentes
fragdes (n = 18). As correlagbes marcadas sdo significativas com o0s seguintes niveis de
significancia: * P < 0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001.

E. andevalensis C. ladanifer

Coeficientes de correlacao

de Pearson As Cu Zn As Cu Zn

As |032] 0,36 |0,61**]0,92***| 0,31 | -0,33
Cu |017( 039 | 0,35 | -0,12 | 0,32 |0,93***
Pb 10,11]| 0,42 |0,62**]0,75***| 0,1 | -0,44
Zn |0,26 | 0,53* |0,59**| 0,26 | 0,42 |0,84***
As 10291 0,35 | 0,55* | 0,64** |-0,01| -0,32
Cu |0,42(0,68**| 0,33 -0,3 |[-0,18| 0,63**
Pb [-0,21] 0,3 0,2 -0,2 [-0,36] -0,27
Zn |-0,07( 0,17 | 0,12 | -0,26 | 0,08 | -0,05
As |0,141] 0,26 | 0,53* |0,97***| 0,24 | -0,35
Cu |-0,22( -0,16 | 0,13 0,23 |0,56*| 0,41
Pb [-0,22] 0,29 | 0,25 -0,1 [-0,28] -0,28
Zn |-0,18( -0,04 | 0,33 | 0,57* | 0,6 | 0,17

Metal total

Teor na fracgéo

efectivamente

biodisponivel

Teor na fracgéo

potencialmente

biodisponivel

No caso da esteva (C. ladanifer), o As foi o Unico elemento para o qual foram
encontradas correlagdes significativas entre os teores na planta e os teores desse elemento nas
diferentes frages no solo: total, efetivamente biodisponivel e potencialmente biodisponivel.
Isso indica que, apesar dessa planta ndo ter acumulado esse elemento, reage ao aumento da
sua concentragcdo no solo. O mesmo ndo pode ser dito relativamente ao comportamento da
urze (E. andevalensis) relativamente a esse elemento.

O Zn foi o Unico elemento com coeficientes de correlacdo significativos entre o seu
teor em ambas as plantas e o seu teor total no solo. Esse valor foi até bastante significativo (r
= 0,84) no caso da esteva, 0 que ndo sera alheio ao facto de ter sido a planta com FC mais
elevados para esse elemento, respondendo de uma forma mais “indicadora” a esse elemento

no solo.
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No caso do Cu ndo foi possivel obter um “padrdo de comportamento” assinalavel,
tendo-se obtido um valor de correlagdo significativo entre o seu teor na esteva e 0 seu teor na
fracdo potencialmente biodisponivel (r = 0,56), e entre 0 seu teor na urze e o seu teor na

fracdo efetivamente biodisponivel (r = 0,68).
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8. CONCLUSAO

Neste trabalho foi efetuado o estudo de solos provenientes da zona mineira de Sé&o
Domingos, contaminados e ndo contaminados, tentando avaliar potenciais relagdes existentes
entre 0s teores em metais totais, os teores em metais biodisponiveis, e a resposta
ecotoxicoldgica de determinados organismos. Na caracterizacdo dos solos foram utilizados
parametros quimicos, bioquimicos e ecotoxicoldgicos. Podem ser realcados os seguintes

aspetos, ja discutidos ao longo do trabalho:

e Os solos da Mina de Sdo Domingos apresentam uma granulometria marcada por
elementos grosseiros, sendo, na maioria dos locais de amostragem, classificados como
de textura franco-arenosa. S0, na sua maioria, solos acidos, com elevada salinidade,
reduzida capacidade de troca cationica, com teores baixos em matéria organica e em
macronutrientes principais.

e Porém, um dos locais de amostragem na Mina de Sdo Domingos, L5, afastou-se deste
padrdo, apresentando um pH proximo da neutralidade, reduzida salinidade, teor em
matéria organica e em nutrientes vegetais, e CTC, superiores aos valores apresentados
pelos outros solos recolhidas na mina e, inclusive, superiores aos valores do local ndo-
contaminado utilizado como referéncia (L6).

e Estes solos estdo contaminados com As, Cu, Pb e Zn, uma vez que as suas
concentracdes totais ultrapassam os valores limites estabelecidos pelas Normas
Canadenses para solos de uso industrial (CCME, 2006), utilizadas neste trabalho como
referéncia.

e Nalguns locais, e para alguns elementos, os teores desses elementos encontrados na
fracdo potencialmente biodisponivel foram igualmente elevados, excedendo o valor de
referéncia.

e Duma forma geral, os teores dos diferentes elementos na fracdo efetivamente
biodisponivel foram baixos: menos de 1% do total para o As, Cu e Pb, e menos de
10% do total no caso do Zn.

e O solo do local L5, que se evidenciou por apresentar as melhores caracteristicas de
todos os locais em termos nutricionais, € 0 que mais se destaca em termos da
contaminacdo por metais, avaliada através dos seus teores totais. Poréem, o valor de pH
préximo da neutralidade desse solo, em conjugacdo com o facto de ser o solo com

maior teor em matéria organica e com maior CTC, pareceram exercer um efeito muito
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importante na imobilizagdo dos elementos analisados: apesar dos seus teores totais
serem muito elevadas, os seus teores na fracdo efetivamente biodisponivel séo
relativamente pequenos, quando comparados com os valores encontrados nos outros
locais.

e Embora ndo tenha sido detetada toxicidade nestes solos utilizando o ensaio de
mortalidade com E. fetida, 0 mesmo ndo aconteceu utilizando o ensaio de reproducéo
com 0 mesmo organismo; verificou-se um estimulo na sua reproducdo quando exposta
ao solo do local L5, e uma inibicdo da reproducdo em organismos expostos aos
restantes solos. O maior efeito de inibicdo de reproducéo foi registado no solo do local
L4, com um valor de LOEC de 25% (m/m) e de ECs, de 4% (m/m).

e Nos ensaios de germinacdo com L. sativa, para as mesmas concentracdes de solo,
verificou-se uma resposta toxica semelhante para os solos provenientes dos locais L1 e
L3, continuando a ser o solo do local L4 a provocar a maior resposta toxica neste
bioensaios, logo seguido do solo do local L2. Este bioensaio confirmou a “melhor
qualidade” do solo amostrado no local L5, ndo tendo sido possivel ter uma resposta
toxica quantificavel utilizando este bioensaio para o solo deste local.

e De uma maneira geral, os solos amostrados na zona da Mina de Sdo Domingos
apresentam atividades enzimaticas baixas, por vezes com valores abaixo do limite de
detecdo da técnica, tendo acontecido o mesmo para a amostra controlo (L6), por ser
um solo carateristico de uma area de solos “pobres” em matéria organica € em
elementos essenciais. Considerando a atividade da desidrogenase, que pode ser
considerada como um indicador de atividade microbiana global, o valor mais elevado
foi encontrado no solo do local L5, seguido do local L6. As atividades enzimaticas da
B-glucosidase e da fosfatase &cida foram superiores na amostra de solo do local L5,
evidenciando uma elevada influéncia do teor em matéria organica de um solo, mais
gue o seu teor em metais potencialmente toXicos, na resposta do bioensaio.

e De um modo geral, foram encontradas correlagbes significativas entre os teores
bioacumulados de As, Cu, Pb e Zn e os teores dos mesmos elementos na fracao
mobilizavel/potencialmente biodisponivel. Como consequéncia deste facto, pode
considerar-se que a avaliagdo da biodisponibilidade pelo método quimico da extraccéo
com solugdo 0,5 M em NH,CH5COO, 0,5 M em CH3;COOH e 0,02M em EDTA, pH
4,7, que extrai a fragdo dita mobilizavel ou potencialmente biodisponivel, é apropriada

para avaliar a biodisponibilidade ambiental de As, Cu, Pb e Zn para a E. fetida.
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e Porém, de acordo com os resultados obtidos, a resposta toxica (biodisponibilidade
toxicologica), ndo foi a esperada considerando os resultados da biodisponibilidade de
metais utilizando o0s ensaios quimicos, nem considerando os resultados da
bioacumulacéo - a reproducao da E. fetida bem como a germinacao de L. sativa foram
maiores no solo do local L5, justamente o local onde a biodisponibilidade ambiental
dos elementos analisados foi maior, e onde os valores de bioacumulagdo foram,
também, maiores.

e Tanto a esteva como a urze que crescem na zona da Mina de Sdo Domingos,
apresentam um teor em As, Cu, Pb e Zn abaixo do limite de toxicidade em plantas
para consumo animal (Mendez e Maier, 2008). Por isso, 0 risco de entrada desse
elemento na cadeia alimentar por consumo dessas plantas por algum organismo
selvagem é muito reduzido.

e Os valores dos FC calculados para 0 As, Cu e Zn foram <1 para ambas as plantas,
indicando que elas ndo acumulam esses metais. Podemos concluir que estas plantas
podem ser utilizadas em estratégias de fitoestabilizacdo de solos de minas

abandonadas, semelhantes a Sdo Domingos (FPI).

Concluindo, ficou claro que a avaliacdo dos riscos ambientais com base na
concentracédo total de um contaminante, pode superestimar riscos, visto que 0S organismos
respondem apenas a fracdo do contaminante que se encontra biodisponivel. Porém, essa
avaliacdo de qual a “fragdo do contaminante que se encontra biodisponivel” ¢ muito dificil de
conseguir, ou melhor, € muito dificil de estabelecer uma “receita”, adaptada a todo o tipo de
situacOes, que nos permita avaliar essa biodispobibilidade. Essas “receitas” terdao que ser
escolhidas quase “caso a caso”. Neste trabalho ficou demonstrado que, embora a
biodisponibilidade ambiental para um determinado organismo possa ser, de certa forma,
prevista através de uma extracdo quimica, como foi o caso da que se fez utilizando uma
solugéo 0,5 M em NH4CH3COO, 0,5 M em CH3;COOH e 0,02M em EDTA, pH 4,7, tendo-se
encontrado valores de concentracdo de elementos quimicos potencialmente biodisponiveis
gue se correlacionaram com os teores bioacumulados pela E. fetida, a resposta tdxica
(biodisponibilidade toxicoldgica), ndo foi a esperada.

De facto, todos as respostas obtidas nos diferentes bioensaios nos permitem observar
gue houve uma influéncia muito grande de outras caracteristicas do solo, que ndo o seu teor
em metais totais e/ou biodisponiveis, (e.g. pH, teor em matéria organica, teor em

macronutrientes essenciais, CTC), na resposta toxicologica, tornando bastante dificil o
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estabelecimento de uma relacdo entre a biodisponibilidade ambiental e a biodisponibilidade
toxicoldgica.

Por esse facto, quando se avalia o risco em solos provenientes de locais com uma
contaminagdo antropogénica mais complexa, com varios tipos de contaminantes, em solos
com carateristicas fisico-quimicas distintas de local para local (e.g. teor e tipo de argila, pH,
teor em matéria organica, teor em macronutrientes essenciais, CTC), que exercem uma
influéncia muito grande na resposta toxica, devem ser utilizados bioensaios na avaliacdo desse
risco, sO eles nos permitem ter uma visdo holistica mais significativa dos riscos de locais
contaminados.
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