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Resumo 
O herbicida 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é altamente tóxico e amplamente utilizado, causando 
transtornos ao ambiente e aos organismos vivos. Faz-se importante medidas atenuantes de seus 
efeitos tóxicos para organismos não-alvo. Entre as medidas existentes, pode-se citar o uso da 
matéria orgânica humificada (MO), que, devido à sua propriedade adsortiva, tem-se destacado no 
condicionamento de águas e solos contaminados por diversas substâncias. Autores argumentam que 
a adsorção diminui a biodisponibilidade e consequente toxicidade de contaminantes. Com o objetivo 
de avaliar o efeito da matéria orgânica na toxicidade do 2,4-D em minhocas, foram realizados testes 
de mortalidade e de fuga. Os tratamentos consistiram em diferentes proporções de húmus de 
minhoca e solo argiloso contaminados com 500 e 1000 mg i.a kg/solo de 2,4-D para o teste de 
mortalidade e 100 mg i.a kg/solo para o teste de fuga. A adição de matéria orgânica mostrou-se 
eficaz na redução da mortalidade e fuga dos indivíduos expostos ao agrotóxico, demonstrando sua 
capacidade de atenuar os efeitos adversos do herbicida. 
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Introdução 
 

O herbicida 2,4-D, um dos agrotóxicos mais utilizados globalmente, é reconhecido por sua alta 
toxicidade para organismos não-alvo (CORREIA; MOREIRA, 2010; MACEDO; FROEHNER; 
MACHADO, 2012). Medidas para reduzir sua presença no ambiente são cruciais. O solo, principal 
reservatório de agrotóxicos, passa por transformações químicas, e a matéria orgânica (MO) 
desempenha papel essencial nesse processo, sendo a fração do solo que confere a maior 
capacidade de troca catiônica (CTC) e capacidade de retenção de água dos solos (BRADY; WEIL, 
2009; LUCHINI; PERES; ANDRÉA, 2000). 

Quando em estágio avançado de decomposição, processo denominado de humificação, a MO é 
transformada em substâncias complexas, como os ácidos húmicos e ácidos fúlvicos, sendo o primeiro 
o mais relacionado com a CTC. Os ácidos húmicos representam a porção mais ativa da MO 
humificada, pois possuem cadeias carbônicas ramificadas extensas com alta presença de grupos 
funcionais, as quais permitem a interação com íons e moléculas presentes no meio, tornando-os 
menos disponíveis no ambiente (BRADY; WEIL, 2009). 

Informações sobre os efeitos dos contaminantes no ambiente devem considerar sua toxicidade 
para invertebrados não-alvo, como minhocas, importantes membros da fauna do solo e 
frequentemente afetadas pelo uso de agrotóxicos (CORREIA; MOREIRA, 2010; OPIYO, 2003). 
Devido às suas características biológicas e comportamentais, são utilizadas em testes 
ecotoxicológicos, nos quais é possível a avaliação de diversos parâmetros, como a reprodução, 
mortalidade, fisiologia, morfologia e o comportamento (SPURGEON; WEEKS; VAN GESTEL, 2003). 

O presente estudo objetivou avaliar o efeito da matéria orgânica humificada na toxicidade do 2,4-D 
em minhocas por meio dos testes de mortalidade e de fuga. Os resultados obtidos neste estudo 
contribuem para a compreensão do papel da matéria orgânica na toxicidade de agrotóxicos sobre a 
fauna edáfica. 
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Metodologia 
 
Os substratos utilizados foram solo argiloso, obtido no “Horto Botânico Antônio Teles Zimerer”, na 

UFES, campus de Alegre, e húmus de minhoca, obtido por vermicompostagem em substrato à base 
de esterco bovino. O solo argiloso foi homogeneizado, seco naturalmente e peneirado. Foram 
realizadas análises físico-química para ambos os substratos (Tabela 2). A capacidade de retenção de 
água (CRA) dos solos foi calculada (ISO², 1993) e a umidade foi ajustada para 50% da CRA (ABNT, 
2014). 

O herbicida 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) foi obtido comercialmente, cuja formulação continha 
806 g/L (m/v) de sal de dimetilamina do ácido, 670g/L (m/v) de equivalente ácido de 2,4-D e 526,6 g/L 
(m/v) de outros componentes. A partir da diluição da formulação comercial em água destilada, as 
soluções-teste foram preparadas. Os cálculos de contaminação dos substratos foram realizados de 
acordo com Carniel e Segat (2018) e os resultados foram expressos em mg de i.a. kg-1 de solo, 
considerando o equivalente ácido. 

O preparo dos substratos para os testes de mortalidade e de fuga foi realizado de acordo com a 
Tabela 1. Para o teste de mortalidade foram utilizadas as concentrações de 500 e 1000 mg de i.a. kg-

1 de solo, por serem concentrações agrícolas altamente tóxicas recomendadas com o produto 
comercial (CORREIA; MOREIRA, 2010). Em relação ao ensaio de fuga, a concentração foi de 100 mg 

de i.a. kg-1, pois apresentou alta porcentagem de fuga em testes prévios. Ambos os testes tiveram 

seus resultados expressos em porcentagem (Figura 1) e a comparação dos resultados foi realizada 

mediante o teste Exato de Fisher (p ≤ 0,05). 

 
Tabela 1 - Tratamentos estabelecidos para os ensaios. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: Autor (2023). 

 
Exemplares adultos de E. andrei (Oligochaeta: Lumbricidae) com clitelo bem desenvolvido e 

pesando entre 300 e 600 mg (ISO¹, 1993) foram obtidos de cultura sincronizada mantida no 
Laboratório de Ecotoxicologia da UFES, onde as minhocas são mantidas em caixas plásticas (40 cm 
x 50 cm x 10 cm) contendo esterco bovino (80% de umidade) (SCHIEDECK et al., 2019). Os ensaios 
foram realizados conforme as normas ABNT. NBR ISO-17512/2011 e ABNT. NBR ISO-11268/2012. 

No teste de mortalidade, cada tratamento teve 4 réplicas, cada uma com 200 g de substrato e 10 
animais. Os recipientes-teste foram tampados com tampas furadas. As minhocas foram expostas por 
14 dias ao solo contaminado com as referidas concentrações de 2,4-D, com reposição semanal da 
umidade. Os recipientes foram acondicionados em BOD a 22ºC e fotoperíodo 12 h claro/escuro 
(OECD, 1984). Passados 14 dias da contaminação dos solos, foi verificada a taxa de mortalidade das 
minhocas. Os organismos que não responderam ao toque mecânico foram considerados mortos. 

Para o teste de fuga, foram realizadas 5 réplicas para cada tratamento e, em cada um deles, 10 
minhocas foram adicionadas. Para o teste, foram necessários recipientes retangulares preenchidos 
com 500 g de substrato, sendo 250 g do solo controle em uma metade do recipiente-teste e 250 g de 
cada tratamento com contaminante na outra metade. O tratamento controle continha solo controle em 
ambos os compartimentos do recipiente. Para realizar a divisão, foi inserida uma partição transversal 
no meio de cada recipiente teste. Após a adição dos solos, a partição foi removida e as minhocas 
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foram adicionadas no centro, entre os dois substratos. As réplicas foram acondicionadas a 22ºC em 
BOD com fotoperíodo noturno por 48 horas. No fim do teste foram contabilizadas as minhocas em 
cada substrato. Quanto aos indivíduos encontrados no meio da partição, foi considerado o solo no 
qual estava localizada a parte anterior do seu corpo, indicando a direção do seu movimento. 
 
Resultados 

 
Tabela 2 - Resultados das análises físico-químicas do solo argiloso e do húmus de minhoca. 

Fonte: Adaptado de Laboratório de análises de solos “Raphael M. Bloise” (2023). 
Nota: SB: Soma de bases trocáveis; t: capacidade de troca catiônica efetiva; T: Capacidade de troca catiônica 

a pH 7 (CTC); V: Índice de saturação em bases; pH: relação solo-água 1:2,5; P: extrator Mehlich-1 e 
determinação por colorimetria; K e Na: extrator Mehlich-1 e determinação por espectrofotometria de chama; Ca e 

Mg: extrator KCl 1 mol/L e determinação por espectrometria de absorção atômica; Al: extrator KCl 1 mol/L e 
determinação por titulometria; H + Al: extrator Acetato de Cálcio 0,5 mol/L pH 7,0 e determinação pode 
titulometria; MO: oxidação de carbono via úmida com dicromato de potássio em meio ácido (H2SO4). 

 
Figura 1 - Resultados do teste de mortalidade e de fuga. 

*Médias diferem significativamente do controle (p ≤ 0,05). 

Fonte: Autor (2023). 

 

O tratamento T1 foi o mais tóxico em ambos testes, além do único a apresentar mortalidade e fuga 

significativa (p ≤ 0,05). 

Os tratamentos T2 e T4 apresentaram preferência significativa (p ≤ 0,05) ao solo contaminado em 

relação ao controle. 

 
Discussão 
 

A concentração de húmus apresentou uma relação inversamente proporcional à toxicidade do 2,4-
D. Infere-se que, em T1, tratamento que teve maior taxa de mortalidade e de fuga, o 2,4-D estava 
menos biodisponível, ao considerar a menor CTC do solo argiloso em comparação ao húmus, 
conforme evidenciado nas análises físico-químicas. Conforme a mesma lógica, os tratamentos com 
húmus apresentaram, possivelmente, menor biodisponibilidade do 2,4-D em função da maior 
presença de colóides orgânicos. 

As substâncias húmicas, coloidais ativos da matéria orgânica humificada, possuem alta massa 
molecular e diversos grupos funcionais com oxigênio, como ácidos carboxílicos, fenólicos e alifáticos 
(SCHNITZER; KHAN, 1983). Essa alta presença de radicais livres resulta em maior adsorção do solo, 
fazendo com que íons ou grupos funcionais de substâncias presentes no ambiente sejam 
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imobilizados e, consequentemente, tenham sua biodisponibilidade reduzida (BAILEY; WHITE, 1964; 
VAN GESTEL, 1992; SONG, 2010; SPADOTTO et al, 2004). Estudos utilizando espectroscopia de 
fluorescência demonstraram a adsorção do 2,4-D pelas substâncias húmicas, e outras pesquisas 
também evidenciaram a relação proporcional entre adsorção e quantidade de matéria orgânica 
(SPARK; SWIFT, 1994; SPARK; SWIFT, 2002). 

Minhocas são bioindicadoras eficientes de solos contaminados, devido ao seu contato direto com 
contaminantes presentes no meio ambiente por meio de sua pele altamente vascularizada e hábitos 
detritívoros (CASTELLANOS; HERNANDEZ, 2007). Possuem um mecanismo de proteção que lhes 
permite reconhecer locais contaminados, a partir de quimiorreceptores e tubérculos sensoriais no 
corpo, e evitá-los (REINECKE et al., 2002). Dito isso, sugere-se que a preferência significativa pelo 
solo contaminado no T2 e T4 também seja explicada pela redução da biodisponibilidade do 2,4-D, 
fazendo com que as minhocas não reconhecessem, sensorialmente, o local como contaminado. 

Diversos autores relacionaram a menor biodisponibilidade com menor toxicidade em outros 
contaminantes, reforçando a importância da matéria orgânica na mitigação dos efeitos tóxicos para 
organismos expostos (CHIOU; PETERS; FREED, 1979; ELLIS; HODSON; WEGE, 2007; 
KARICKHOFF et al., 1979; PECK et al., 1980; PRATA, 2002; VETROVA; KONOVALOV; 
GAVRILENKO, 2014; WILSON et al., 1981;). 

  
Conclusão 
 

O estudo mostrou que a matéria orgânica humificada tem potencial para reduzir a ação tóxica do 
herbicida 2,4-D para as minhocas. O húmus possui propriedades adsortivas que, ao interagir com o 
contaminante, pode diminuir sua biodisponibilidade, tornando-o menos prejudicial para a fauna 
edáfica. Contudo, são imprescindíveis análises mais detalhadas em nível celular, e que permitam a 
análise de efeitos subletais, proporcionando uma compreensão abrangente da influência da matéria 
orgânica na toxicidade do 2,4-D. Em suma, os resultados deste estudo contribuem para o 
conhecimento sobre a relação da matéria orgânica com a toxicidade de agrotóxicos e sua influência 
na fauna edáfica. 
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