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RESUMO

Os cemitérios estédo entre as principais fontes antropogénicas de poluicdo ambiental.
O principal contaminante desses ambientes € um liquido téxico, proveniente da
decomposicdo dos cadaveres, denominado de necrochorume. O potencial toxico
deste liquido se deve, principalmente, a presenca de substancias orgéanicas, como
as aminas biogénicas cadaverina e putrescina. Os cemitérios configuram um
problema ambiental e sanitario sério; portanto, devem ser constantemente
monitorados para se evitar problemas irreversiveis para o0 meio ambiente e para a
sociedade. Uma boa estratégia para se avaliar a toxicidade do solo € por meio de
bioensaios ecotoxicolégicos que, por serem preditivos, permitem estimar, com
antecedéncia, os efeitos adversos dos contaminantes. Deste modo, o presente
estudo propOs avaliar o potencial toxico de amostras de solo contaminado por
necrochorume obtidas de simulagdo de inumacgao de carcaga suina, por meio de
ensaios de reprodugcdo e comportamento de fuga, com os invertebrados terrestres
Folsomia candida e Enchytraeus crypticus. Foram analisados dois tipos de solos
contaminados, um coletado apds 7 meses e outro 10 meses da segunda inumagao
(recontaminagdo) de carcaga suina (Sus scrofa) no local. Os resultados mostraram
que ambos os solos induziram a diminuicdo da reprodugcdo dos organismos,
caracterizando uma toxicidade crénica do composto. Nos resultados obtidos a partir
dos testes de comportamento de fuga, foi observado que o solo contaminado com
necrochorume causa um impacto negativo no comportamento de F. candida, com 88
e 84% de fuga, e E. crypticus, com 94 e 80% de fuga, para as amostras coletadas 7
e 10 meses apds a segunda inumacgao, respectivamente. Neste estudo foi possivel
inferir que a toxicidade do solo, para este estagio da decomposicdo, esta
relacionada com variagdes de pH. Solos &cidos inibem a reproducdo de
invertebrados e estimulam o comportamento de fuga desses organismos. Também
foi observado no estudo que E. crypticus e F. candida sao importantes
bioindicadores de qualidade do solo e do impacto ambiental por contaminantes

organicos.

Palavras-chave: ecotoxicologia terrestre; alteracdo de pH; simulagdo de

contaminagao de cemitérios; invertebrados de solo; aminas biogénicas.



ABSTRACT

Cemeteries are among the main anthropogenic sources of environmental pollution.
The primary contaminant in these areas is a toxic liquid from the decomposition of
cadavers, known as necro-leachate. The toxic potential of this liquid is primarily due
to the presence of organic substances, such as the biogenic amines cadaverine and
putrescine. Cemeteries represent a serious environmental and public health issue;
hence, they must be continuously monitored to prevent irreversible damage to the
environment and society. A useful strategy for assessing soil toxicity is through
ecotoxicological bioassays, which, being predictive, allow the adverse effects of
contaminants to be estimated in advance. Therefore, this study aimed to evaluate the
toxic potential of necro-leachate contaminated soil samples obtained from the
simulation of swine carcass burial, through reproduction and avoidance behavior
assays using the terrestrial invertebrates Folsomia candida and Enchytraeus
crypticus. Two types of contaminated soils were analyzed, one collected after 7
months and the other 10 months following the second burial (re-contamination) of
swine carcasses (Sus scrofa) at the site. The results showed that both soils reduced
in the organisms' reproduction, characterizing chronic toxicity of the compound.
Results from the avoidance behavior tests indicated that necro-leachate
contaminated soil negatively impacts the behavior of F. candida, with 88% and 84%
avoidance, and E. crypticus, with 94% and 80% avoidance, for samples collected 7
and 10 months after the second burial, respectively. This study inferred that soil
toxicity, for this stage of decomposition, is related to pH variations. Acidic soils inhibit
the reproduction of invertebrates and stimulate their avoidance behavior. The study
also demonstrated that E. crypticus and F. candida are important bioindicators of sail

quality and environmental impact from organic contaminants.

Keywords: soil ecotoxicology; pH alteration; cemetery contamination simulation; soil

invertebrates; biogenic amines.
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1 INTRODUGAO

Diversas atividades humanas, resultantes da expanséo urbana e do processo
de industrializagdo, sdo conhecidas, em uma escala global, como fontes de
contaminagao ambiental. Neste contexto, os ambientes cemiteriais se destacam pela
geragdo de residuos quimicos e biolégicos, provenientes do processo de
decomposicdo cadavérica, que podem afetar os diversos compartimentos
ambientais (solo, aguas superficiais e subterraneas) e a saude humana (Neckel et
al., 2021; Gongalves et al., 2022; Viegas et al., 2022). Gongalves et al. (2024)
destacam que os impactos das atividades cemiteriais estdo relacionados,
principalmente, a falta de planejamento estrutural prévio para implantacdo de um
cemitério; instalagcbes dos mesmos em locais inadequados; e supervisao ineficaz,
por parte das autoridades responsaveis.

Neste contexto, existe no mundo um grande numero de cemitérios que foram
implantados em locais que n&o passaram por analises prévias, para a verificagao da
sua adequacao para receber os contaminantes da decomposi¢ao dos cadaveres, o
que coloca em risco tanto o meio como a populagdo local (Keijzer, 2017;
Crisanto-Perrazo et al., 2022; Flores Gémez, 2022). Como essa contaminagao
especifica dos cemitérios €, geralmente, negligenciada pelos 6rgaos publicos
responsaveis, pouco ¢é divulgado para a populagao sobre os seus perigos. Por esta
razao, grande parte da populacdo desconhece esses riscos e acaba se expondo aos
componentes toxicos desses ambientes (Afangideh; Udokpoh, 2022).

Os problemas relacionados a contaminacdo dos cemitérios estdo também
associados ao aumento populacional acelerado e continuo, que leva a uma
necessidade de mais espacos para a disposicao dos cadaveres, muitas vezes nao
adequados, devido as condigdes geoldgicas desfavoraveis desses locais (ldehen;
Ezenwa, 2019; Gongalves et al, 2022; Netto et al., 2021). O aumento da populagao
gera também um adensamento populacional nos ambientes urbanos, colocando a
populagcdo, cada vez mais, proximas das areas dos cemitérios, uma vez que estes
foram projetados para serem dispostos na periferia dos ambientes urbanos (Quinton
et al., 2020).

Somado a esses problemas infraestruturais e sociais, nos ultimos anos houve

um agravamento do problema de contaminagbes nesses ambientes, dado ao



aumento da mortalidade decorrente da pandemia SARS-CoV-2. No periodo da
pandemia, foi registrado, no Brasil, mais de 4 mil ébitos/dia (Toscan et al., 2022) e,
até abril de 2024, um total de 711.650 o6bitos pela Covid-19 (Brasil, 2024), o que
acarretou no aumento da contaminagao nesses locais.

De acordo com Kandoli et al. (2019), um cadaver de cerca de 70 kg pode
liberar cerca de 30 litros de necrochorume, em um periodo de até 3 anos apds a
morte. O necrochorume € um liquido composto por agua, sais minerais e
substancias organicas, com destaque para as aminas biogénicas cadaverina
(C5H14N2) e putrescina (C4H12N2). Essas substancias sdo consideradas téxicas e
responsaveis pelo odor desagradavel caracteristico desse fluido corpéreo
(Crisanto-Perrazo et al., 2022; Gongalves et al., 2022).

Tendo em vista que nos cemitérios horizontais, o0 solo € a primeira matriz a
receber o necrochorume, torna-se importante avaliar os impactos deste
contaminante com bioindicadores relacionados aos ambientes edaficos (Neckel et
al.,, 2021). Os estudos ecotoxicolégicos com bioindicadores do solo determinam
importantes caracteristicas da toxicidade de diversos contaminantes, como limite de
tolerancia, alteragdes fisioldgicas, morfolégicas e comportamentais (Teles et al.,
2024). Dentre os bioindicadores usados em avaliagbes de qualidade de solos, os
organismos modelos Folsomia candida e Enchytraeus crypticus, utilizados neste
estudo, se destacam, devido a sua facilidade de cultivo e manipulagdo em
laboratorio, além de apresentarem sensibilidade a uma ampla gama de
contaminantes (Milano et al., 2018; Wang et al., 2022).

Considerando que os impactos ambientais causados pelo necrochorume
ainda sao pouco avaliados e, consequentemente, pouco compreendidos, o presente
estudo visou buscar informacdes sobre a toxicidade de solo contaminado por
necrochorume, por meio de um estudo controlado (simulagdo) da decomposigéo de
uma carcaga suina, utilizando para esta avaliagao ecotoxicologia os bioindicadores

terrestres F. candida e E. crypticus.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar, por meio de ensaios

ecotoxicoldgicos realizados com os bioindicadores terrestres Folsomia candida e

Enchytraeus crypticus, o potencial toxico de amostras de solos contaminados por

necrochorume, obtidas de simulagao de inumacéao de carcacga suina.

2.2

Objetivos especificos

Avaliar o potencial téxico do solo contaminado com necrochorume, por meio
do teste de reprodugdo e comportamento de fuga, com colémbolos da

espécie Folsomia candida;

Avaliar o potencial téxico do solo contaminado com necrochorume, por meio
do teste de reprodugdo e comportamento de fuga, com enquitreideos da

espécie Enchytraeus crypticus;

Comparar a toxicidade crbnica e comportamental de solos obtidos de
simulagdo de inumacgao de carcaga suina, entre diferentes organismos testes,
para estimar as sensibilidades dos mesmos e, consequentemente,
estabelecer um protocolo de bioensaios para avaliar a extensao da

contaminagao de ambientes de cemitérios;

Contribuir para a melhor compreensdo do modo de agéo biolégica e dos
impactos aos solos (disseminagao vertical do poluente) causados por

necrochorume.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Processo de decomposi¢cdao cadavérica e utilizagao de modelos animais

para estudos tafonémicos

Os estudos da decomposicao cadavérica, realizados para estimar o processo
de decomposicdo humana, em determinada condicdo ambiental, sdo desenvolvidos
com organismos analogos ao homem (Stokes et al., 2013). Esses modelos sao
necessarios, devido as dificuldades de realizacdo de estudo com cadaveres
humanos, pelas restrigdes éticas e culturais que limitam seu uso. Assim, os estudos
dos processos de decomposicao dos corpos sao desenvolvidos com uma variedade
de carcacas, ou tecidos musculares esqueléticos de mamiferos, que apresentem
certa analogia com as caracteristicas humanas, como porcos (Matuszewski et al.,
2020; DeBruyn et al., 2021; Dawson et al.,, 2022; Geissenberger et al., 2023),
ovelhas (Tembe et al., 2021; Jin et al., 2022), ratos (Al-Mekhlafi, 2021; Fang et al.,
2023), veados (Melis et al., 2007; Schwegmann et al., 2022) coelhos (Bachmann;
Simmons, 2010; Al-Qahtni et al., 2021). Por estudos ja realizados, foi verificado que
os analogos sao bons modelos para estudar uma variedade de parametros, como a
sucessao de insetos (Mcintosh et al., 2017; Castro et al., 2019), a quimica da
decomposicédo (Armstrong et al., 2016; Barton et al., 2020), a atividade microbiana
(Ki et al., 2018; DeBruyn et al., 2021) e o processo geral da decomposicao (Hau et
al., 2014).

O porco doméstico (Sus scrofa domesticus L.) tem sido amplamente usado
como modelo para estudos do processo de decomposicdo cadavérica. Sua
utilizagdo esta relacionada as semelhangas na anatomia interna dos 6rgaos, dieta
onivora, microbiota intestinal, densidade tecidual, dentre outras (Pakosh, 2009;
Connor et al., 2018).

Os estudos que utilizam porcos domésticos, para avaliagao de processos de
decomposi¢cdo cadavérica, se concentram na compreensao da colonizagao e
sucessao da entomofauna cadavérica (Wang et al., 2017), sucessao microbiana
(Pechal et al., 2013) e estimativa de intervalos pos-morte (Szelecz et al., 2018).
Paralelamente, cadaveres de porcos também s&o usados para testar novas técnicas
forenses ou validar as ja estabelecidas, como o imageamento térmico para

localizacdo de cadaveres (Amendt et al.,, 2017; Lee et al., 2018). Muitas dessas
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técnicas também sao aplicadas hoje em investigagdes forenses de seres humanos,
mostrando que o0s porcos sdao muito versateis como modelos de cadaveres
(Matuszewski et al., 2020).

E importante notar que o processo de decomposigdo segue as mesmas
etapas em todos os mamiferos, mas certas caracteristicas do corpo e do ambiente
podem variar, como o intervalo entre cada fase (loan et al., 2017). Em relagdo aos
cadaveres humanos, diversos fatores, como roupas, idade, peso, conteudo
estomacal, estado nutricional e hidratagcdo, podem influenciar no tempo de
decomposicdo. Por outro lado, fatores ambientais, como pH, temperatura, umidade e
tipo de solo, também desempenham um papel importante na decomposigéo (loan et
al., 2017; Antonio et al., 2018).

Para Payne (1965), existem cinco fases definidas no processo de
decomposicdo cadavérica: pré-esqueletizacdo: fase fresca; inchago corporal;
decomposicdo ativa; decomposi¢cao avancada; e fase seca, conforme caracterizadas

no Quadro 1.

Quadro 1. Principais caracteristicas das etapas do processo de decomposicao.

Etapas Caracteristicas gerais Tempo
. - C Minutos a
Minimas alteragdes macroscépicas; .
Fase fresca a . horas, apos a
auséncia de entomofauna cadavérica.
morte.
Inchago devido ao acumulo de gases no .
N ) ~ ~ Horas a dias,
Inchaco corporal abdémen; alteracao da coloragao corporal ;
. apos a morte.
para tons de cinza e verde.
Intensa atividade de insetos; odores fortes Dias a
Decomposigao ativa e liberacao de fluidos da decomposigao semanas,
(necrochorume). apos a morte.
. Semanas a
Decomposigao ~ e ]
Descoloragao da pele; diminuicdo de odor. meses, apos a
avangada
morte.
Pequenos fragmentos de pele; presenga Meses a anos,
Fase seca g 3
de remanescentes 0sseos. apos a morte.

Fonte: Adaptado de Payne (1965).



13

3.2 Necrochorume

O necrochorume, conhecido como “produto da coliquagao” pela CONAMA n°
335/2003 (Brasil, 2003), é um liquido produzido durante o processo de
decomposicdo cadavérica, considerado o principal agente contaminante dos
cemitérios (Nascimento, 2020). Esse liquido apresenta  coloragao
castanho-acinzentada, cheiro desagradavel, elevada demanda bioquimica de
oxigénio e graus variados de patogenicidade (Afangideh; Udokpoh, 2022;
Crisanto-Perrazo et al., 2022). O necrochorume tem densidade média de 1,23
g/cm3, altos valores de condutividade e variagado do pH entre 5 e 9. Sua composi¢ao
€ de aproximadamente 60% de agua, 30% de substéncias mineralizadas e 10% de
substancias organicas e metais (Pereira, 2017).

Entre os compostos orgéanicos presentes no necrochorume, estdo as aminas
biogénicas cadaverina (1,5-pentanodiamina) e putrescina (1,4-butanodiamina),
produzidas pela descarboxilagdo dos aminoacidos livres (lisina e arginina/ornitina,
respectivamente) (Figura 1). Essas aminas podem ser altamente tdxicas e
cancerigenas e, quando degradadas, geram ions amoénia (NH4+) (Pegg, 2013;
Nascimento, 2022).

Figura 1. Formulas estruturais dos aminoacidos Lisina (precursor da
cadaverina), Arginina e Ornitina (precursores da putrescina) e das aminas
biogénicas Cadaverina e Putrescina.

0
Ligina
Cadaverina
HzN
" /\A/\N
HzN H2
HzN
NH Arginina o]
HM )’LN H
H —
HzN
Putrescina
NH2
Omitne 0 HaN /’\\/’“\\/
HaN /\AHLOH /
HaN

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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A problematica em relacdo ao necrochorume se deve a sua composi¢cao, que
favorece a sobrevivéncia de microrganismos patogénicos, naturalmente presentes
em cadaveres. Conforme as condicdes ambientais, esse liquido pode contaminar o
solo e aguas subterraneas proximas as areas cemiteriais, causando problemas de
contaminagdo ambiental e para a saude humana (Da Silva; Marques, 2017,
Gongalves et al, 2022).

Esse fluido cadavérico introduz no ambiente, por lixiviagado, xenobiontes, que
podem interagir, de forma indesejada, com substéncias do solo ou da agua (Neckel
et al., 2017; Nascimento, 2020). Essas interagbes podem tornar essas substancias
ainda mais tdéxicas, aumentando o potencial de contaminagcdo das mesmas e

causando danos irreversiveis aos sistemas bioldgicos do local (Ferreira et al., 2021).
3.3 Invertebrados terrestres como bioindicadores

As alteragbes da microfauna do solo refletem em mudancgas na vegetacgéo e
nas proprias condi¢cdes da qualidade biolégica do solo (Li et al., 2021; Rangel, 2022).
A utilizagdo de organismos edaficos como bioindicadores da qualidade do solo esta
relacionada com a sua sensibilidade a perturbacdes antropicas; a sua associagao
com fungdes pré-estabelecidas do solo; e por representar, muito bem, a biota
ambiental (Rieff, 2014; Wang et al.,, 2022). Por essas caracteristicas, esses
organismos sao considerados ferramentas importantes a serem usadas na avaliagao
e monitoramento de impactos do solo, pois estdo associados a processos de
decomposicéo e ciclagem de nutrientes desses ambientes (Machado, 2015; Vincent
et al., 2018).

3.3.1 Folsomia candida

Colémbolos (Hexapoda: Collembola) sdo microartrépodes importantes e
abundantes da mesofauna do solo, que interagem com os processos fisico-quimicos
do ecossistema, decompondo e mineralizando a matéria organica, fragmentando os
componentes da serapilheira e da produgao fecal do sistema (Ruggiero et al. 2015;
Milano et al., 2018). Além disso, a presenga de colémbolos no solo indica, bem

como controla, as atividades de decompositores primarios, como bactérias e fungos,
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e as atividades de decompositores secundarios, como nematdides e protozoarios
(Brown et al., 2015; Yu et al., 2021; Salmon et al., 2021).

As comunidades de colémbolos sdo compostas por organismos euedaficos,
hemiedaficos e epiedaficos. Seguindo uma distribuicdo vertical, geralmente, os
organismos epiedaficos sdo encontrados na serapilheira (mais superficiais); os
hemiedaficos nas camadas intermedidrias e os euedaficos nas camadas mais
profundas do solo (Oliveira Filho; Baretta, 2016; Machado et al., 2019). Os diferentes
morfotipos de colémbolos podem estar associados as propriedades fisicas e
quimicas do solo e as diferentes respostas as modificagdes antrépicas (Baretta et
al., 2016; Rangel, 2022).

Os colémbolos sao sensiveis as mudancas das propriedades fisicas e
quimicas do solo, pois estas alteram as caracteristicas naturais dos micro-habitats
(Malheiro et al., 2020). Essa sensibilidade é, ent&o, utilizada para avaliar os niveis
de contaminagao de diferentes ambientes (Santos et al., 2018; Machado et al., 2019;
Li et al.,, 2024). Nesse sentido, diversas comunidades de colémbolos tém sido
amplamente utilizadas como bioindicadores de ecotoxicidade de solos (Buch et al.,
2016; Alves et al., 2018; Segat et al., 2020). Sterzynska et al. (2018) corroboram as
afirmacdes de sensibilidade dos colémbolos para serem usados em avaliagdes
ambientais e citam, ainda, que a abundancia populacional, a riqueza de espécies e a
presenga quase universal desses organismos nos solos sdo também paréametros
relevantes a serem considerados na classificacdo desses organismos como
importantes bioindicadores de alteragdes da qualidade de solo.

A espécie F. candida é a mais utilizada em estudos ecotoxicologicos (Martins
et al.,, 2024), devido ao seu curto ciclo de vida, capacidade de reproducao
partenogenética, além da padronizagdo dos testes de fuga e reproducédo serem
previstos pela ISO (1999). Essas caracteristicas tornaram essa espécie uma
excelente ferramenta para avaliar diversos parametros individuais e populacionais
em um unico experimento (Souza, 2016).

O uso de colémbolos como bioindicadores € mais frequente na avaliagdo da
abundancia e diversidade desses organismos em areas afetadas (Twardowski et al.,
2016; Ortiz et al., 2019). Em climas tropicais, tém sido realizados ensaios de curta

duracado, como os testes de reproducao e fuga, para avaliar a agao de pesticidas,
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metais pesados, hidrocarbonetos e residuos organicos (Niemeyer et al., 2017;
Menta; Remelli, 2020; Salmon et al., 2021; Lopes et al., 2024).

3.3.2 Enchytraeus crypticus

Enquitreideos sao anelideos (Oligochaeta) da mesofauna, que possui um
papel importante na fragmentagdo e decomposi¢gdo da matéria organica do solo
(Pelosi; Rombke, 2018; Amorim et al.,, 2021). Esses organismos participam dos
processos de aeragao do solo e aumentam a agregacgao de particulas minerais e
organicas nesses ambientes (Jozefowska et al., 2020; Liu et al., 2022). Juntamente
com as minhocas, os enquitreideos sao reconhecidos como excelentes indicadores
de qualidade e manejo do solo (Pelosi; Rombke, 2016; Niva; Brown, 2019; Long et
al., 2024).

A maioria dos enquitreideos sdo hermafroditas, embora algumas espécies
sejam partenogenéticas ou se reproduzem por fragmentagdo; de pequeno porte,
medindo entre 1 e 40 mm; e consumidores da matéria organica em decomposigao e
de microorganismos (Amorim et al., 2021). Os enquitreideos tém uma capacidade
limitada de movimento no solo, portanto, vivem nas camadas mais superficiais (0 a
10 cm), onde a matéria organica e a atividade bioldgica se concentram (Pelosi;
Roémbke, 2018).

Os enquitreideos sao frequentemente escolhidos como modelos padrao para
avaliar o risco ambiental de diferentes compostos, devido a sua sensibilidade
(Amorim et al., 2021). De acordo com Mendes et al. (2022), esses organismos vivem
em contato préximo com a agua retida nos poros do solo e ficam expostos a
contaminagao por via dérmica (usada para troca gasosa e absorgcdo de agua) e
gastro-intestinal (ingestao de alimentos e particulas de solo).

Embora a utilizagdo de enquitreideos em testes laboratoriais ecotoxicoldgicos
tem sido relatada ha cerca de 50 anos, a padronizacdo dos ensaios ocorreu ha 20
anos, conforme apresentado nas diretrizes ISO 16387 (2024) e OECD 220 (2024).
Estes protocolos recomendam o uso da espécie E. crypticus, por esta apresentar
vantagens sobre E. albidus, como: o cultivo é feito em meio agar; a espécie
apresenta maior tolerancia a diferentes propriedades do solo, como pH, textura e

quantidade de matéria organica; o organismo apresenta alta taxa reprodutiva, um
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periodo reprodutivo mais curto e, consequentemente, periodo de teste mais curto
(Niva; Brown, 2019; Mendes et al., 2022).
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4 MATERIAL E METODOS

Todos os ensaios bioldgicos do presente estudo foram desenvolvidos no
Laboratério de Mutagénese Ambiental, lotado na Central de Recursos Microbianos
(CRM), da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP,

campus Rio Claro/SP, Brasil.
4.1 Simulagao do processo de decomposigao

Em agosto de 2019, foi montado, pelo mesmo grupo de pesquisa do presente
estudo, um modelo miniaturizado para acompanhamento dos processos de
decomposicdo cadavérica, que acontece em ambientes de cemitérios. A estrutura
montada se caracteriza por um cilindro de ago galvanizado de 2 m de altura por 0,5
m de diametro, instalada no Jardim Experimental da Unesp, campus de Rio
Claro/SP. Essa estrutura foi preenchida, nos seus primeiros 15 cm da base, com
esferas de vidro, para melhor drenagem dos liquidos derivados da decomposi¢ao da
carcaga suina. Na sequéncia, o cilindro recebeu solo de referéncia (controle
ambiental usado em outros ensaios com solo do mesmo grupo de pesquisa), até
atingir cerca de 1,5 m do cilindro. A parte superior recebeu uma carcaga suina de,
aproximadamente 11 kg, para simular uma inumagdo cadavérica. Apds o
posicionamento da carcaga, o espaco restante foi preenchido com o mesmo solo
referéncia, até seu preenchimento total (2 m).

Passados dois anos e seis meses da primeira simulagao, foi realizada uma
nova inumagéao (26 de margo de 2022) de carcacga suina de aproximadamente 10 kg,
que seguiu a mesma metodologia, desta vez para simular uma recontaminagao do
solo, visto que os cemitérios possuem alta rotatividade de sepultamento, com
reutilizagdo das covas. Ambas as carcacas suinas foram adquiridas em um
abatedouro licenciado para comercializacdo, dispensando a aprovagdo do
experimento em comité de ética em pesquisa.

A Figura 2, mostra a estrutura metalica utilizada para realizar a inumacgao da
carcagca suina — Sus scrofa (A); indicagdo da posicao da janela de coleta das
amostras de solo (B); representagcdo da base do tubo, preenchida, com cerca de 15
cm de esferas de vidro (bolinha de gude), com cerca de 1-1,5 cm de diametro, para

reproduzir a regido de granulagdo do solo e facilitar o fluxo dos liquidos gerados,
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durante a decomposigdo da carcaga (C); e as amostras de solo coletadas (D). A
estrutura cilindrica (Figura 2A) foi fixada no chao do Jardim Experimental, por uma
estrutura tipo tripé. O cilindro metalico € aberto na parte superior, para possibilitar a
influéncia das variantes climaticas e pluviométricas, mas tem a sua base fechada,
para impedir que o conteudo lixiviado contamine o solo do local onde a mesma esta
instalada. O tubo possui ainda aberturas (janelas) ao longo de seu comprimento
(Figura 2B), que foram instaladas a cada 50 cm, totalizando 3 janelas (0,50, 1,0 e
1,5 m acima da base do tubo), que foram utilizadas para a coleta de solo, nas
diferentes profundidades da tubulagdo, para representar os diferentes estratos de

solo contaminado com exsudados da carcacga, nos diferentes tempos da percolagéo.

Figura 2. Estrutura metélica usada para a inumacgao da carcaga suina e amostras
coletadas nas janelas da estrutura metalica.

A. Estrutura de aco utilizada para o experimento de inumagao da carcaga suina. Identificagdo dos
pontos de coleta da estrutura; P1. Superficie do cilindro, com solo acima da carcaga suina; P2. Janela
a 1,5 m da base do cilindro metalico; P3. Janela a 1 m da base do cilindro metalico; P4. Janela a 0,50
m da base do cilindro metalico; B. Vista ampliada de uma das janelas do tubo; C. Esferas de vidro na
base do cilindro; D. Potes com amostras coletadas nas janelas do cilindro metélico. Fonte:
Registrado pela autora (2022).
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Para este estudo, foram coletas amostras (Figura 2D) somente no quarto
ponto (P4) da estrutura cilindrica, visto que este ponto é o mais préximo da base
onde ficam as esferas de vidro (local de retencéo de necrochorume), o que favorece
a avaliacado dos compostos percolados. Foram avaliadas as amostras coletadas nos
tempos T4 (coleta de 26/10/2022, correspondente a 7 meses, apos a segunda
inumacao) e T5 (coleta de 30/01/2023, correspondente a 10 meses, apds a segunda

inumacgao).
4.2 Solo Artificial Tropical (SAT)

Para conduzir os testes, foi utilizado o Solo Artificial Tropical (SAT), uma
adaptacao do solo artificial OECD (OECD, 1984). Este solo € composto por 75% de
areia industrial fina, 20% de caulim e 5% de fibra de coco, seguindo as diretrizes
estabelecidas na Norma ABNT NBR 15537 (2014). O solo SAT serviu como
substrato para os ensaios de ecotoxicidade, sendo utilizado como um solo controle
além do solo controle ambiental. A utilizagdo do solo artificial se justifica pela sua

padronizagao, visando eliminar possiveis interferéncias externas (Ferreira, 2021).
4.3 Calculo da capacidade de retencao de agua no solo (WHC)

O primeiro parametro a ser avaliado com o solo foi a sua capacidade de
campo (maxima capacidade de agua, que o solo é capaz de reter, apds 0 excesso
ter sido drenado), como representado pela Figura 3. Para isso, foram pesados, em
placas de Petri, 10 g da amostra fresca do solo coletado (Figura 3A). Em seguida, o
solo foi transferido para um funil forrado com algoddao umedecido com 10 ml de
agua, até atingir a saturagédo. Esse solo saturado de agua foi entdo coberto com
filme plastico, para evitar a evaporagao, e submetido a drenagem natural, por 24

horas (Figura 3B). Estes ensaios foram realizados em triplicata.
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Figura 3. Processamento das amostras de solo para a determinagdo da WHC.

A. Pesagem das amostras; B. Funil com solo saturado em repouso. Fonte: Registrado pela autora
(2023).

ApOs esse intervalo, as amostras foram retiradas dos funis e pesadas (peso
umido). Na sequéncia, as amostras foram secas em estufa a 105 °C, por 24 horas e,
apos esse periodo, resfriadas em dessecador, sendo novamente pesadas (peso
seco). A capacidade de retencdo de agua foi entdo determinada como a

porcentagem de massa seca.
4.4 Andlise quimica das amostras

A determinagdo do potencial hidrogeniénico (pH) das amostras de solo foi
conduzida no Laboratério de Mutagénese Ambiental, utilizando um eletrodo
combinado (pHmetro). Para isso, foi preparada em um béquer uma solucgao (1:2,5,
com 10 g de solo e 25 ml de solugdo de KCI a 1M (Teixeira et al., 2017). A amostra
foi agitada com um bastdo de vidro por, aproximadamente, 60 segundos e, em
seguida, deixada em repouso, por 2 horas antes da leitura.

As analises quimicas das amostras de solo, que envolviam os niveis de
fésforo (P), cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn), chumbo (Pb) e ferro (Fe), foram
realizadas no Centro de Estudos Ambientais (CEA-UNESP/Rio Claro), sob a
supervisao do Prof. Dr. Amauri Menegario. Este estudo tinha como objetivo avaliar
possiveis contaminagdes metdlicas provenientes da estrutura utilizada para a

simulagao de inumacgéo.
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A identificagao dos compostos presentes nas amostras de solo foi conduzida
pela técnica de espectrometria de massa, com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS). Para essa determinagao, foram colocados, aproximadamente, 0,5 g de
solo em frascos de digestdo e adicionados a eles 2 ml de acido nitrico (HNO3)
concentrado. Na sequéncia, as amostras foram digeridas em forno de micro-ondas,
de acordo com o protocolo EPA 3015A (Element, 2007). As amostras digeridas
foram diluidas para um volume final de 50 ml com agua ultrapura na proporgao
adequada (1:10 v/v), para serem realizadas as determinag¢des das concentragdes

dos metais.
4.5 Manutencgao dos invertebrados bioindicadores
4.5.1 Manutengéo dos colémbolos

Os organismos foram cultivados em laboratério em recipientes de
polipropileno, nos quais foi utilizado um substrato composto por uma mistura de 500
g de gesso para argamassa (pH 6,4), 50 g de carvao em pé ativado quimicamente
(pH entre 6 e 7) e 300 mL de agua de osmose reversa, conforme especificado na
norma técnica ABNT NBR [ISO 11267-2011 (Figura 4). Os colémbolos foram
alimentados com fermento bioldgico seco (Saccharomyces cerevisae), duas vezes
por semana (Figura 4A) e o meio foi umedecido com agua, quando necessario. Os
recipientes foram mantidos em estufa, a uma temperatura de 20 °C * 2, com
fotoperiodo de 16h claro/8h escuro. Para garantir a uniformidade da idade dos
individuos, durante os testes ecotoxicologicos, quando os ovos dos adultos
adquiriram coloragcdo amarronzada (Figura 4B), eles foram transferidos para
recipientes separados, para facilitar o acompanhamento da eclosao, (processo de
sincronizagao). Apds a eclosao, os organismos foram observados por um periodo de
10 a 12 dias, até atingirem a fase adulta, para serem utilizados no teste. Para a
renovagao e manutengao do cultivo desses organismos no laboratorio, € necessario

que, a cada dois meses, eles sejam transferidos para novos meios de cultivo.
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Figura 4. Cultivo dos colémbolos em laboratorio.
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A. Organismos adultos alimentados com fermento bioldégico seco; B. Destaque para os ovos
amarronzados a serem recolhidos para sincronizagéo. Fonte: Registrado pela autora (2023).

4.5.2 Manutengéo dos enquitreideos

Os organismos foram cultivados em placas de Petri, com meio preparado com
agar nutritivo, de acordo com as especificagbes das normas ABNT NBR ISO 16387
(2012), onde se incluiu 13,6 gramas de agar bacteriolégico, 6 ml de solugdo de
bicarbonato de sédio 0,1M (NaHCO;), 6,4 ml de solugdo de cloreto de potassio
0,01M (KCI) e 772 ml de agua ultrapura, totalizando 800 ml de meio.

A dissolugédo do agar foi realizada em uma chapa aquecedora, a 250 °C. Na
sequéncia, o meio foi esterilizado em autoclave a 120 °C, por 20 minutos. Apds este
processo, o meio foi deixando em temperatura ambiente, até atingir 60 °C, quando
foram adicionados 8 ml de solugdo de cloreto de calcio (CaCl,.2H,0) e 8 ml de
sulfato de magnésio (MgSQ,). Finalizado o preparo, o meio foi distribuido nas placas
de Petri para se solidificar. As placas foram envoltas em parafilm e armazenadas a 4
°C £ 2, até a sua utilizagéo.

O cultivo foi realizado em uma estufa regulada a 20 °C + 2, fotoperiodo de
16h claro/8h escuro. Durante esse periodo, os organismos foram alimentados duas
vezes por semana com farinha de aveia e a umidade do meio foi ajustada com agua

de osmose reversa. A cada trimestre, os organismos foram transferidos para novos
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meios de cultivo, 0 que assegurou a manutencao da espécie no laboratoério (Figura
5).

Figura 5. Cultivo de E. crypticus em laboratdrio.

A. Placa de Petri com o cultivo; B. Destaque dos organismos alimentados com farinha de aveia.
Fonte: Registrado pela autora (2023).

4.6 Ensaios de ecotoxicidade com Folsomia candida
4.6.1 Teste de comportamento de fuga

Os ensaios ecotoxicolégicos de comportamento de fuga foram conduzidos em
quintuplicata, de acordo com a norma ISO 17512-2 (2011). Para a montagem dos
experimentos, foram utilizados recipientes de plastico (12 cm de didmetro e 8 cm de
altura), divididos ao meio por uma separacao plastica inserida verticalmente,
conforme apresentado pela Figura 6. Cada um dos lados recebeu 30 g de solo com
pH e umidade corrigidos. Um dos lados do recipiente recebeu o solo controle e o
outro lado as respectivas amostras do solo coletado no tubo da inumacgao. Os testes
controles foram montados com solo SAT em ambos os lados (controle duplo) (Figura
6A). A divisoria plastica foi entdo retirada e 10 individuos, com idade entre 10 e 12
dias, foram colocados sobre a linha da divisdo formada (6B), que foi desfeita logo a
seguir (6C). Os recipientes permaneceram tampados, em ambiente com temperatura
controlada de 20 °C * 2. O teste teve a duracao de 48 horas e os individuos, neste

periodo, ndo receberam alimentagao.



Figura 6. Etapas de montagem do teste de comp

ortamento de fuga.
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A. Insercao do solo no recipiente dividido; B. Retirada da diviséria e “trincheira” formada, onde foram
distribuidos os organismos; C. Recipientes apds inser¢do dos organismos, divisdo desfeita. Fonte:
Registrado pela autora (2023).

Apos 48h, a divisdria foi novamente inserida verticalmente no centro do
recipiente, separando em duas sec¢des (solo contaminado e solo controle). O solo de
cada lado do experimento foi individualizado, adicionando agua e tinta de carimbo
hidrossoluvel para que os organismos ficassem suspensos e em destaque na
imagem. Foi entdo fotografado e contabilizado o numero de individuos de cada lado
do recipiente. Para a validacdo do teste de comportamento de fuga, os recipientes
do controle negativo (preenchidos de ambos os lados com o solo de referéncia)
precisavam apresentar distribuicdo homogénea (40 a 60%) e mortalidade inferior a
20% (1SO 17512-2, 2011).

4.6.2 Toxicidade cronica: Teste de reprodugéo

Os ensaios ecotoxicolégicos de reproducao foram baseados na norma ABNT
NBR ISO 11267 (2011). Foram preparadas cinco réplicas de cada concentragao e 8
réplicas de cada controle (solo natural e SAT). Antes dos experimentos, foram
retiradas amostras do solo para afericido de pH. Para a realizagdo dos ensaios
ecotoxicoldgicos, o solo coletado foi corrigido para as condigdes ideais de pH 6,0
0,5 (apenas SAT) e de umidade (50% da capacidade maxima de retengdo de agua,
utilizando quantidades suficientes de agua de osmose reversa e carbonato CaCO;),
conforme previsto nas normas. Esses parametros foram avaliados no inicio e no final

do ensaio.
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Amostras (30 g) do solo referéncia e das respectivas amostras do solo do
tubo da inumacéao foram dispostas em recipientes de vidro (5 cm de didmetro e 9 cm
de altura), onde foram distribuidos 10 colémbolos, com idade entre 10 e 12 dias.
Foram também adicionados, em cada recipiente, no inicio e apdés 14 dias,
aproximadamente 2 mg de fermento como fonte de alimento. O teste teve duragao
de 28 dias e, apos esse periodo, o conteudo de cada recipiente foi transferido para
outro frasco maior, onde foi adicionado agua. O conteudo foi homogeneizado com a
ajuda de uma espatula, para manter os colémbolos na superficie da agua. Em
seguida, foram adicionadas algumas gotas de nanquim preto hidrossoluvel (Acrilex)
na agua, para que o contraste entre os organismos e o liquido permitisse maior
visibilidade dos organismos, bem como para fotodocumentagdo de melhor qualidade
(Figura 7A). Apos esse processo, foram realizadas as contagens dos adultos e

juvenis, pelo software ImagedJ (Figura 7B).

Figura 7. Finalizagao do teste de reprodugcéo com Folsomia candida.

A. Contraste dos organismos na agua corada com nanquim; B. Contagem dos individuos no software
Imaged. Fonte: Registrado pela autora (2023).

Para que o ensaio de reproducao de colémbolos seja validado, a letalidade
dos adultos dos testes controles ndo deve exceder 20%, ao final do experimento.
Além disso, a taxa de reprodugao deve atingir um minimo de 100 juvenis por
recipiente-controle e o coeficiente de variagdo da reproducdo nesses controles nao

deve exceder 30%.
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4.7 Ensaio de ecotoxicidade com Enchytraeus crypticus

Os procedimentos adotados nos testes de reproducgao e fuga com E. crypticus
foram baseados na norma ABNT NBR ISO 16387 (2012) e ISO 17512-1 (2011),
respectivamente. As amostras utilizadas foram as mesmas descritas no item 4.5,

para colémbolos (P4 coletado aos 7 meses e 10 meses apds a segunda inumacéo).
4.7.1 Teste de comportamento de fuga

Os ensaios de fuga foram realizados com oito réplicas para os controles (solo
natural e SAT) e cinco réplicas para os tratamentos. As exposi¢coes foram
preparadas em frascos de polipropileno (12 cm de didmetro e 8 cm de altura),
contendo 30 g de solo referéncia em um lado da diviséria e 30g das amostras dos
diferentes pontos de coleta do tubo da inumagdo do outro lado. Dez individuos
adultos, com clitelos bem desenvolvidos e visiveis, foram distribuidos nos frascos, os
quais foram mantidos em incubadora, em temperatura entre 18 e 22 °C e
fotoperiodo de 16h claro/8h escuro, por 48 h. Apds o periodo de exposicéo, foi
realizada a remogao cuidadosa do solo em cada lado da diviséria e a contagem
manual dos individuos fixados e corados em solugao alcodlica de Rosa de Bengala
1%. Para a finalizagdo do teste de fuga com E. crypticus, o solo de cada lado do
recipiente foi solubilizado em &gua, para permitir a melhor visualizagdo dos
organismos corados (Figura 8A) e, quando necessario, o liquido foi filtrado em voal,

onde os organismos ficaram retidos (Figura 8B).
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Figura 8. Teste de fuga com E. crypticus.

A. Organismos corados em solo SAT;, B. Filtragem do solo solubilizado para retengdo dos
organismos. Fonte: Registrado pela autora (2024).

4.7.2 Toxicidade crénica: Teste de reprodugdo

Os ensaios ecotoxicolégicos de reprodugao foram realizados por 21 dias, nas
condigbes citadas no item 4.6.2, como apresentado na Figura 9. No inicio do teste,
10 individuos clitelados (Figura 9A) foram adicionados em 30 g de solo (Figura
9B-C). Aproximadamente 50 mg de farelo de aveia foram adicionados como fonte de
alimento (Figura 9D), e a mesma quantidade foi readicionada na metade do
experimento. Os frascos foram abertos uma vez por semana, para permitir a
aeragdo do sistema; o ajuste da umidade, que foi feito pela adicdo de agua de
osmose reversa; e para repor o alimento, quando necessario. Apds o periodo de
exposicao, foi realizada a remogao e contagem manual dos individuos adultos e
juvenis, que foram, previamente, fixados e corados em solugéo alcodlica de Rosa de

Bengala 1%.
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Figura 9. Etapas de montagem do teste ecotoxicolégico de reprodugao.

S g .

A. Separagdo dos organismos adultos (clitelados); B. solo separado para o experimento; C. Solo
com os organismos adicionados; D. Adicdo de alimento no sistema (farelo de aveia). Fonte:
Registrado pela autora (2023).

Para que os experimentos sejam validados, o numero médio de juvenis deve
ser maior que 25 por recipiente-teste, assumindo-se que no inicio do ensaio foram
adicionados 10 adultos, com ovos na regido do clitelo. Além disso, o coeficiente de

variagao entre as réplicas nao deve ultrapassar 50%.
4.8 Analises estatisticas dos resultados
4.8.1 Teste de reprodugéo

Os dados gerados no teste de reprodugédo foram avaliados pelo Teste de
Shapiro-Wilk, para avaliar a normalidade dos dados, e Teste de Bartlett, para avaliar
a homogeneidade da variancia. Nos casos em que os pressupostos de normalidade
e homogeneidade de variancia foram atendidos, foi realizada a analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Dunnett, utilizando o SAT como grupo controle.
Quando os dados nao atenderam aos critérios de normalidade e homogeneidade de
variancia, foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido
pelo teste de Dunn, A significancia estatistica foi determinada com nivel de
confianga de 95% (p <0,05). As analises estatisticas foram realizadas pelo software
R 4.2.1 (R Core Team, 2023).

4.8.2 Teste de fuga

Os testes de comportamento de fuga foram avaliados pela equagao abaixo
(ISO, 2011):
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N°. de organismos (solo controle) — N°. de organismos (solo teste)

TF

Nuamero total de organismos

Quando os resultados apresentam valores negativos, é considerado que nao
houve fuga. Quando os valores s&o positivos, é realizado o teste exato de Fisher,
utilizando o teste bicaudal para o controle duplo e o teste unicaudal para a
combinagao de solos contaminados e solo controle (Alves et al., 2015). O teste
unicaudal é utilizado para avaliar a resposta de fuga. Neste caso, a hipotese nula
assume que metade dos individuos permanece no solo contaminado e a outra no
solo controle. Para os testes duplos (solo controle/controle), € indicado teste
bicaudal. J& para esse teste, a hipétese nula assume uma distribuicdo igual de
organismos em ambos os lados de cada recipiente de teste. As hipoteses nulas sao

rejeitadas para p-value iguais ou inferiores a 0,05 (Da Luz et al., 2004).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analise quimica das amostras

Os resultados da analise quimica realizada com as amostras de solo, para a
coleta realizada aos 7 meses e 10 meses da segunda inumacgdo, estdo

apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Quantificagcdo dos parametros quimicos das amostras de solo.

oH P Mn Cu Zn Pb Fe
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mglkg)  (mg/kg)
CA 4,79 5%121 53;%* 79+4 732 105’21’ Lofffg
T
. 399 53axs  OF 873 167:3 12x1 217

CA. Controle ambiental; 7 meses. Amostra do ponto 4 coletada aos 7 meses; 10 meses. Amostra do
ponto 4 coletada aos 10 meses; P. fésforo; Mn. Manganés; Cu. Cobre; Zn. Zinco; Pb. Chumbo; Fe.
Ferro. Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Pelas analises quimicas, os solos utilizados para inumacgao (CA), assim como
os solos que receberam necrochorume, apos 7 € 10 meses, sao de natureza acida
(pH inferior a 7). Aléem do pH, fatores como a capacidade de troca catibnica e a
composicdo mineraldégica desempenham papel importante na dindmica de
disponibilidade e toxicidade de metais no solo (Oliveira, 2019) e, em geral, os solos
acidos retém mais metais (Zanatta; Pires, 2024).

As concentragdes dos elementos inorganicos (cobre, zinco e chumbo) estdo
dentro dos limites estabelecidos pela Resolugago CONAMA 420/09, sendo
considerados atoxicos nas concentragdes detectadas para os solos. Os demais
elementos ndo possuem valores de referéncia propostos pela legislagao.

Os altos teores de ferro registrados nas amostras de solo, semelhantes aos
do solo de referéncia, podem ser atribuidos as propriedades ferrosas do solo

utilizado. Portanto, com base nestes resultados, ndo houve influéncia da estrutura
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metalica utilizada no presente estudo, sobre a decomposicdo da carcaga suina

inumada.
5.2 Ensaios de ecotoxicidade com E. crypticus
5.2.1 Teste de reprodugdo

Na Tabela 2, estdo apresentados os valores de pH, medidos no inicio e no
final do experimento de reproducdo, para cada unidade experimental. As medicoes
de pH inicial e final apresentaram diferencas, mas essas ndo comprometeram a
integridade do ensaio, ao longo dos 21 dias. O monitoramento constante desses
valores € necessario, pois 0s organismos sao suscetiveis a alteragbes no pH,
principalmente em solos alcalinos, fator este que pode impactar negativamente a
reprodugao (Martins, 2020). De acordo com estudos de Oliveira et al. (2015), o pH
do solo tropical pode variar de 5,0 a 6,5.

Tabela 2. Valores de pH medidos no solo contaminado, no inicio e no final do teste
de reproducéo.

Enchytraeus crypticus

Tratamentos — -
pH inicial pH final
CA 4,79 5,84
SAT 6,34 6,80
7 meses 4,16 4,79
10 meses 3,99 4,55

CA. Controle ambiental; SAT. Solo artificial tropical; 7 meses. Amostra do ponto 4 coletada aos 7
meses; 10 meses. Amostra do ponto 4 coletada aos 10 meses. Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O resultado do teste de toxicidade cronica (reprodugéo), realizado com E.
crypticus expostos ao solo contaminado por necrochorume, estd apresentado na
Tabela 3. Esta tabela exibe o numero médio de organismos, por tempo coletado,
bem como o coeficiente de variagdo das replicatas. De acordo com a norma ISO
16387 (ABNT, 2012), o numero médio de juvenis deve ser maior que 25 individuos/
recipiente-teste e o coeficiente de variacdo deve permanecer abaixo de 50%, para
que o teste seja valido. Portanto, pelos resultados, o teste pode ser considerado

valido.
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Tabela 3. Resultados dos dados obtidos no teste de reprodugédo com E. crypticus,
submetidos a solos contaminados com necrochorume, coletados em dois diferentes
tempos, apos a segunda inumacgao.

Enchytraeus crypticus

Solo contaminado por

necrochorume Numero médio de Coeficiente de variagéo
organismos (%)
SAT 789,125 2,34
Controle Ambiental 512 11,26
7 meses 375,2 6,43
10 meses 430,6 19,77

CA. Controle ambiental; SAT. Solo artificial tropical; 7 meses. Amostra do ponto 4 coletada aos 7
meses; 10 meses. Amostra do ponto 4 coletada aos 10 meses. Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Na Figura 10, estdo expressos os numeros médios de organismos coletados
de testes realizados, por 21 dias, com solos contaminados com necrochorume, por
dois tempos diferentes (7 e 10 meses), apds a segunda inumacgao. Pelos resultados
das analises estatisticas, foi observado que todos os solos avaliados (CA, solo de 7
e 10 meses, pos inumagdo), apresentaram valores de p estatisticamente

significativos, em relagao ao SAT.

Figura 10. Resultado do teste de toxicidade do necrochorume, para a reproducéao de

E. crypticus.
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CA. Controle ambiental; SAT. Solo artificial tropical; 7 meses. Amostra do ponto 4 coletada aos 7
meses; 10 meses. Amostra do ponto 4 coletada aos 10 meses. * Estatisticamente significativo em
comparacao ao SAT (p<0,05), por meio do teste de Kruskal-Wallis/Dunn. Fonte: Elaborado pela
autora (2024).



34

De acordo com os dados da tabela 3, ndo foram observados niveis de
letalidade crénica nas amostras testadas. Pelos resultados, pode-se inferir que os
organismos continuaram a se reproduzir, em ambas as amostras contaminadas com
necrochorume, porém com eficiéncia reprodutiva diminuida, o que demonstra uma
sensibilidade de E. crypticus aos contaminantes. Com base nos resultados
apresentados, € possivel constatar o aumento do numero de juvenis na amostra
coletada aos 10 meses da segunda inumacgao, em relagdo a amostra coletada aos 7
meses. Esses dados sugerem que pode ter havido uma maior biodegradagcéo por
atenuacao natural na amostra de 10 meses, que proporcionou uma diminuicdo da
toxicidade de compostos advindos do necrochorume.

No estudo realizado por Szelecz et al. (2016), que investiga os impactos da
decomposicdo de carcacgas suinas sobre as comunidades de nematdides do solo, foi
observado que a presenca dos cadaveres suinos influenciou, de maneira
significativa, os indices de diversidade e riqueza de espécies desses invertebrados.
Nesse caso, houve uma acentuada redugao na diversidade e riqueza de espécies
nos locais proximos as carcagas em decomposicdo. Com base no estudo citado, é
possivel afirmar que o processo de decomposi¢cdao de carcacas suinas altera,
consideravelmente, a composicdo da fauna do solo, reduzindo o numero de
individuos na area contaminada.

O fato de o controle ambiental ter apresentado diferenga significativa em
relagdo ao SAT, pode estar relacionado ao seu pH, que € notoriamente mais acido e
este ndo foi corrigido, como no SAT. Contudo, apesar dos pH dos solos naturais
serem semelhantes entre si, 0s organismos apresentaram uma taxa de reprodugao
superior no controle ambiental, em comparacdo aos solos contaminados por
necrochorume (7 meses e 10 meses).

De acordo com Rai et al. (2022), o vazamento de necrochorume provoca
alteragdes significativas na quimica do solo, principalmente, no pH. De modo geral,
no inicio do processo de decomposicado de mamiferos, ocorre a alteragédo do pH do
solo, devido ao acumulo de ions de amoénia (NH4+), que sdo gerados pela
amonificacdo das proteinas, durante os processos de autdlise e putrefacdo,
predominantemente, nas etapas de inchago corporal e decomposi¢céo ativa. Nos
estagios finais da decomposicédo, o pH do solo contaminado por necrochorume se

torna mais acido, conforme descrito por Szelecz et al. (2018). Luo et al. (2014)
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observaram que efeitos negativos sobre a reprodugdo de E. crypticus sao mais
evidentes em solos acidos, o que corrobora com os resultados observados no
presente estudo. Assim, a reproducdo desses organismos pode ter sido afetada nao

somente pela toxicidade do necrochorume, mas também pelo pH acido do solo.
5.2.2 Teste de fuga

Os resultados dos ensaios de fuga com E. crypticus, expostos aos solos
contaminados por necrochorume por 48h, estdo expressos na Figura 11. O valor do
p, de todas as amostras, foi estatisticamente significativo ao nivel de 5%. Os testes
apresentaram os critérios de validagao especificados na Norma ISO 17512-1 (2011),
onde a distribuicdo dos individuos nos controles foi homogénea, se mantendo na
faixa de 40 a 60%, para cada lado, e a mortalidade dos enquitreideos foi inferior a
10%.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, os organismos, expostos
por 48 horas aos solos contaminados com necrochorume, exibiram comportamento
de fuga, para as duas amostras analisadas. Especificamente para o organismo E.
crypticus, foi observada uma maior rejeicdo ao solo coletado 7 meses apds a
segunda inumacédo. Esse comportamento corrobora os dados anteriormente
descritos para toxicidade de reproducgao, para a maior toxicidade desta amostra, em
comparagao a amostra obtida meses depois. Essa semelhancga entre os resultados
dos testes de fuga e de reproducgao reforca a hipétese de que a amostra coletada
aos 7 meses apresentou maior ecotoxicidade, podendo indicar uma menor

sensibilidade dos enquitreideos aos efeitos tdxicos do necrochorume nessa amostra.
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Figura 11. Porcentagem de fuga (média £ desvio padr&o) de enquitreideos
(Enchytraeus crypticus) expostos a solos contaminados com necrochorume apos 7 e
10 meses da segunda inumacao.
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CA. Controle ambiental; SAT. Solo artificial tropical; 7 meses. Amostra do ponto 4 coletada aos 7
meses; 10 meses. Amostra do ponto 4 coletada aos 10 meses. Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os estudos realizados por Schlaghamersky e Krawczynski (2015), com
enquitreideos de locais impactados com contaminantes de decomposi¢cao de
carcagas, mostraram uma grande influéncia da decomposi¢cédo de carcagas sobre a
toxicidade de solo. Durante o processo de decomposi¢do, houve um aumento
significativo nos niveis de pH, fésforo (na forma de fosfato) e nitrogénio (sob as
formas de nitrato e amoénio) sob a carcaga. Os autores observaram que estes
parametros diminuiram a medida que aumentava a distancia da carcaga. Nesta
pesquisa, todos os enquitreideos analisados mostraram uma clara preferéncia por
se distanciar de solos com nerochorume, evidenciando uma correlagcao positiva com
a distancia e uma correlacdo negativa com o pH. Esses resultados sugerem que a
decomposi¢cdo cadavérica pode induzir um comportamento de fuga e rejeicdo do
solo nas areas préximas a carcaca. Essa observacao é reforgada pelos resultados
obtidos no presente estudo, que indicaram a tendéncia dos enquitreideos de se

afastarem dos solos contaminados por necrochorume.
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5.3 Ensaios de ecotoxicidade com F. candida
5.3.1 Teste de reprodugdo

A Tabela 4 apresenta os valores de pH medidos no inicio e no final do
experimento de reproducgado, para cada unidade experimental. As afericbes de pH
inicial e final mostraram uma pequena variagao do pH, entre esses dois tempos, que
ndao comprometeu a integridade do ensaio ao longo dos 28 dias. Solos com pH
superior a 7 podem limitar a disponibilidade de micronutrientes metalicos (Breda et
al., 2020). Assim, os solos brasileiros, que sao tipicamente de natureza acida,
podem ser mais suscetiveis a toxicidade, ja que os metais ficam disponiveis para os

organismos (Zanatta; Pires, 2024).

Tabela 4. Valores de pH medidos no solo contaminado, no inicio e no final do teste
de reproducgéo.

Folsomia candida

Tratamentos
pH inicial pH final
CA 4,48 4,86
SAT 6,50 6,77
7 meses 3,92 4,19
10 meses 3,96 4,30

CA. Controle ambiental; SAT. Solo artificial tropical; 7 meses. Amostra do ponto 4 coletada aos 7
meses; 10 meses. Amostra do ponto 4 coletada aos 10 meses. Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Para avaliar a toxicidade de solos, é fundamental considerar o tipo do solo
analisado, porque as suas propriedades podem influenciar os resultados dos
bioensaios (Vasickova et al., 2016; Yang et al., 2018). O tipo de solo pode afetar a
biodisponibilidade de nutrientes, devido a caracteristicas como pH e matéria
organica (Alves et al., 2018; Lin et al., 2019).

O resultado do teste de toxicidade do solo contaminado por necrochorume,
utilizando o organismo F. candida, esta apresentado na Tabela 5. Esta tabela exibe o
nuamero meédio de organismos por tempo coletado, bem como o coeficiente de
variagao das réplicas. De acordo com a Norma ISO 17512-2 (2011), a letalidade dos

adultos dos testes controles ndo deve exceder 20%, a taxa de reprodugao deve ser
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maior que 100 juvenis por recipiente-controle e o coeficiente de variacdo da
reproducdo nédo deve exceder 30%, para que o teste seja validado. Pelos resultados

obtidos no presente estudo, o teste foi considerado validado.

Tabela 5. Resultado do teste da toxicidade do necrochorume na reproducéao de F.

candida.
] Folsomia candida
Solo contaminado por
necrochorume Numero médio de Coeficiente de variagéo
organismos (%)
SAT 1161,75 27,30
CA 1143,88 26,30
7 meses 482 28,67
10 meses 457 17,95

CA. Controle ambiental; SAT. Solo artificial tropical; 7 meses. Amostra do ponto 4 coletada aos 7
meses; 10 meses. Amostra do ponto 4 coletada aos 10 meses. Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Na Figura 12, estdo expressos o numero total de organismos, em cada tempo
avaliado, apos a exposicao dos mesmos ao solo contaminado por necrochorume,
por 28 dias. Neste teste, ambos os solos coletados (7 e 10 meses apds a segunda

inumacgao do porco) apresentaram toxicidade, em relagdo ao CA e ao SAT.

Figura 12. Resultado do teste da toxicidade do necrochorume na reproducéao de F.
candida.
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CA. Controle ambiental; SAT. Solo artificial tropical; 7 meses. Amostra do ponto 4 coletada aos 7
meses; 10 meses. Amostra do ponto 4 coletada aos 10 meses. * Estatisticamente significativo em
comparagao ao SAT (p<0,05), por meio do teste Anova/Dunnett. Fonte: Elaborado pela autora
(2024).



39

De acordo com os dados apresentados, ndo foram observados niveis de
letalidade crénica nas amostras testadas. Em contrapartida, os organismos
continuaram a se reproduzir, mas com uma reducgao significativa no numero de
juvenis, destacando a maior sensibilidade de F. candida ao contaminante. Nota-se a
semelhanga no numero de juvenis entre as amostras coletadas (7 meses e aos 10
meses), o que pode indicar uma persisténcia no solo dos contaminantes téxicos do
necrochorume, ao longo do tempo.

Rai et al. (2022), ao estudarem efeitos do processo de decomposi¢cao de
carcagas suinas em covas rasas com abundancia de acaros no solo, constataram
uma elevagao significativa no pH do solo, alterando-o de neutro para alcalino. Essa
modificagdo no pH, juntamente com as mudancgas nas propriedades fisico-quimicas
do solo, induziram um aumento significativo da densidade populacional de
microartropodes, como o0s colémbolos. Os resultados do presente estudo ja
indicaram que a decomposi¢cado da carcaga suina promoveu uma reducéo do pH dos
solos, p6s inumacgao (7 e 10 meses), com um consequente declinio populacional dos
colémbolos a eles expostos. Os dados aqui apresentados corroboram os de Rai et
al. (2022), quanto a influéncia do pH na toxicidade do solo e que pH acidos
apresentam maior toxicidade que os alcalinos, para a microbiota do solo,
especialmente para colémbolos.

Esses ensaios de avaliacdo de efeitos subletais para colémbolos, sao
particularmente importantes, porque permitem uma previsdo de impactos de
contaminantes sobre os ecossistemas edaficos (De Menezes Oliveira et al., 2017).
Com estes ensaios, € possivel avaliar a redugao de diversas fungbes bioldgicas,
como a inibicdo do crescimento e a diminuicao da taxa de reproducgao, fatores que
influenciam, diretamente, a dindmica populacional dos organismos edaficos, ao

longo do tempo (Oliveira, 2019).
5.3.2 Teste de fuga

Os resultados do teste de fuga com F candida exposto aos solos
contaminados por necrochorume, por 48h, estdo expressos na Figura 13.
Os resultados dos testes mostraram uma distribuicdo homogénea dos

individuos nos controles (faixa de 40 a 60%, para cada lado), e mortalidade dos
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colémbolos inferior a 20%, o que validou o teste, de acordo com critérios da Norma
ISO 17512-2 (2011).

Figura 13. Porcentagem de fuga (média t desvio padrao) de colémbolos (Folsomia
candida) expostos a solos contaminados com necrochorume apds 7 e 10 meses da
segunda inumacgao.
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CA. Controle ambiental; SAT. Solo artificial tropical; 7 meses. Amostra do ponto 4 coletada aos 7
meses; 10 meses. Amostra do ponto 4 coletada aos 10 meses. Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os resultados do teste de fuga do presente estudo mostraram que os
colémbolos expostos, por 48 horas, as duas amostras de solos contaminados com
necrochorume (7 € 10 meses, pds inumacao), exibiram valores percentuais de fuga
positivos semelhantes entre si. Estas respostas sugerem que os compostos
liberados na decomposig¢ao cadavérica podem induzir um comportamento de fuga e
rejeicdo do solo contaminado, para F. candida, portanto, tdxicos para este
organismo. Como foi observado pelo teste, mesmo apdés 10 meses da atenuagao
natural, o solo se manteve toxico para colémbolos. Por esses resultados, sugere-se
que sejam realizados mais estudos com esses solos atenuados por mais tempo,
para poder estimar melhor a persisténcia desses contaminantes neste
compartimento ambiental.

Conforme descrito por Rai et al. (2022), a liberagdo de necrochorume

promove modificagbes significativas na quimica do solo, com destaque para a
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alteragcdo do pH. Szelecz et al. (2018) afirmam ainda que, de maneira geral, a
decomposicdo de mamiferos, inicialmente, eleva o pH do solo, tornando-o mais
alcalino, mas este se torna mais acido, a medida que se aproxima dos estagios
finais da decomposi¢cdo. De acordo com o mesmo autor, a variacdo do pH é
atribuida a acumulacdo de ions de aménio (NH4+), resultantes da amonificagdo de
proteinas durante a autdlise e a putrefacao, processos estes que ocorrem durante as
fases de inchaco corporal e decomposicao ativa.

Szelecz et al. (2016), e Rai et al. (2022) citam que o pH alcalino, gerado pela
decomposicdo cadavérica, aumenta a abundancia e a diversidade de invertebrados
do solo. Os resultados do teste de fuga, do presente estudo, indicam que a
caracteristica acida das amostras dos solos estudados foi um fator determinante
para a fuga observada no teste com os colémbolos.

Como enfatizado por Netto et al. (2021) e Saba et al. (2023), a aplicagao de
testes ecotoxicolégicos em organismos ndo alvo € uma estratégia eficaz para
estimar as concentracdes aceitaveis de substancias tdéxicas no ambiente. Nesse
contexto, os experimentos realizados com os bioindicadores F. candida e E.
crypticus, no presente estudo, foram essenciais para avaliar a toxicidade do
necrochorume, especialmente para estimar os impactos dos ambientes cemiteriais.
Tais estudos fornecem dados relevantes, que contribuem, significativamente, para o
entendimento dos riscos e limites de tolerancia ambiental, associados a esse tipo de
contaminagao.

Considerando a producdo continua e elevada de necrochorume nos
cemitérios, especialmente registrada recentemente (pandemia de SARS-CoV-2),
como destacado por Gongalves et al. (2022), e a caréncia de politicas adequadas
para 0 manejo e tratamento desses residuos cemiteriais (Neckel et al., 2017), &
necessaria a realizagdo de pesquisas mais centradas nos impactos ambientais e
sobre a saude humana, para se estimar os reais efeitos danosos deste

contaminante urbano.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, foram conduzidos testes de toxicidade em solo contaminado
por necrochorume, utilizando dois invertebrados presentes em sistemas edaficos (E.
crypticus e F. candida). Os testes incluiram ensaios de comportamento de fuga e
reprodugdo. Os resultados obtidos nos testes de comportamento de fuga e
toxicidade crénica do necrochorume sao inéditos. Os resultados dos ensaios dos
solos contaminados foram comparados tanto com solo artificial tropical (SAT),
indicados pela OECD (2004) e ISO 17512-2 (2011), como com solos controle
ambiental (CA).

De acordo com os resultados obtidos:

Os invertebrados bioindicadores F. candida e E. crypticus apresentam alta
sensibilidade para os compostos derivados da decomposi¢do cadavérica. Todos os
testes apresentaram resultados estatisticamente significativos. Dessa forma, nas
amostras de solo contaminadas com necrochorume, de ambos os tempos estudados
(7 e 10 meses, apds a inumagao), houve diminuicdo na reproducdo dos
bioindicadores utilizados, indicando toxicidade crbénica para o composto. Essa
diminuicdo na taxa de reprodugédo dos organismos expostos ao solo contaminado
por necrochorume foi maior nos testes com F. candida em comparagdo com E.
crypticus, indicando a maior sensibilidade dos colémbolos ao contaminante.

Dada a alta sensibilidade de F. candida ao necrochorume, ressalta-se a
importancia da utilizagdo desse organismo como indicador bioldgico de toxicidade
para o contaminante em questdo. Em contrapartida, os enquitreideos se
reproduziram menos no solo natural, indicando ndo sé a sensibilidade ao
contaminante, como também a sensibilidade desses organismos ao pH acido do
solo.

Os ensaios de curta duragdo, como os testes de fuga realizados com E.
crypticus e F. candida, se caracterizam como uma alternativa rapida de avaliagao
dos efeitos danosos de contaminantes de solo, sobre a biota endémica. Esses
ensaios também se mostraram indicados para serem usados como indicadores de
condicdes adversas de sistemas edaficos. Com base nos resultados dos testes de
fuga, realizados com colémbolos e enquitreideos, € possivel concluir que a presenga

de necrochorume afeta negativamente o comportamento dessas espécies.
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Portanto, a simulacdo da inumacdo da carcagca suina, nos moldes
desenvolvidos neste estudo, demonstrou ser eficaz para avaliagédo os efeitos toxicos
do necrochorume sobre a biota edafica, bem como para certificar as alteragdes na
qualidade do solo, com por exemplo, do pH. O estudo também esclarece a
intensificagdo dos efeitos toxicos, devido a reutilizacdo de covas em ambientes de
cemitérios.

A originalidade deste estudo reside na analise da toxicidade do necrochorume
em solos naturais, utilizando invertebrados como bioindicadores. Isso porque,
embora os seus efeitos toxicos sejam teoricamente reconhecidos, ainda ha uma
lacuna no conhecimento sobre os impactos ambientais dos compostos derivados
dos processos de decomposigcao cadavérica, comuns em ambientes cemiteriais.

Embora exista um numero consideravel de pesquisas utilizando invertebrados
bioindicadores, observa-se uma escassez de literatura cientifica, sobretudo para
solos tropicais, sobre a toxicidade dos compostos derivados da decomposicao
cadavérica, para organismos modelo da fauna edafica. Isso destaca a relevancia
deste estudo e a necessidade urgente de se ampliar as pesquisas com diferentes
grupos de organismos edaficos para avaliar os efeitos toxicos do necrochorume,
com o objetivo de promover praticas de manejo mais sustentaveis nos cemitérios e

garantir a saude das comunidades vizinhas.
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