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RESUMO

Diferentes sais de litio (Li) tém sido usados na avaliagdo do efeito do litio (Li) no solo, dificultando a comparagao
dos resultados e conclusdes sobre a contaminacdo emergente. Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito do
Li, na forma de dois sais, Li,CO, (CLi) e Li,SO, (SLi), através de um teste de evitamento com Eisenia andrei, usando o
comportamento de fuga como parametro de medi¢ao. Foram testadas cinco concentragoes de Li (0, 100, 200, 400 e 800
mg kg™) na forma de CLi e SLi. O efeito do Li no comportamento de E. andrei foi avaliado com base na percentagem de
evitamento (%E) e no AD,, para cada tipo de sal. Os resultados revelaram efeitos significativos (p<0,001) da presenca
dos dois sais de Li no comportamento da E. andrei. A %E variou entre 26,7% a 91,1%, para SLi, e 20% a 66,7%, para CLi.
A aplicagao dos sais influenciou (p<0,001) o pH e condutividade elétrica (CE) do solo, com o maior stress alcalinizante
e osmotico a verificar-se para o CLi e SLi, respetivamente. Caracteristicas acido-base ou solubilidade em agua podem
explicar os valores de AD, obtidos para os sais de SLi (202 mg kg') e CLi (404 mg kg™").

Palavras-chave: carbonato de litio, sulfato de litio, Eisenia andrei, evitamento, poluigao.

ABSTRACT

Various lithium (Li) salts have been used to evaluate Li impacts on soil, difficulting the comparison of results and
conclusions on emerging contamination. This study aimed to investigate the effect of Li in the form of two salts, Li,CO,
(CLi) and Li,SO, (SLi), through an avoidance test with Eisenia andrei, using avoidance behaviour as parameter. Five
Li concentrations (0, 100, 200, 400, and 800 mg kg™) in the form of CLi and SLi were tested. The effect of Li on E.
andrei behaviour was evaluated based on avoidance percentage (%A) and ADj, for each salt type. The results revealed
significant effects (p<0.001) of the presence of both Li salts on the behaviour of E. andrei. The %A ranged from 26.7%
to 91.1% for SLi and from 20% to 66.7% for CLi. The application of salts significantly influenced (p<0.001) soil pH and
electrical conductivity (EC), with the greatest alkalizing and osmotic stress observed for CLi and SLi, respectively. Acid-
base characteristics or water solubility may explain the differences found in AD,, values estimated for SLi (202 mg kg™)
and CLi (404 mg kg™).

Keywords: carbonate lithium, sulphate lithium, Eisenia andrei, avoidance, pollution.
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INTRODUCAO

A crescente procura por fontes de energia alterna-
tivas aos combustiveis fosseis tem impulsionado a
exploracdo intensiva de litio (Li), potenciando fe-
nomenos de poluicdo em larga escala, levantando
preocupacgdes ambientais na protegao de recursos
naturais como o solo. Neste contexto, os testes de
evitamento com organismos representativos do
ecossistema edafico tém sido uma ferramenta va-
liosa na avaliacdo da toxicidade de substancias
quimicas no solo (Xu ef al., 2023a). Estes testes per-
mitem uma detecao rapida de contaminantes e sao
eficazes na avaliacao de métodos de remediacao
ambiental, permitindo uma percecao sobre possi-
veis impactos nos ecossistemas terrestres e sendo
um instrumento importante de suporte a uma ges-
tao mais eficiente e sustentavel do solo. Neste tipo
de testes, as minhocas tém sido dos modelos biold-
gicos mais usados devido a elevada sensibilidade a
alteracdes das condi¢des ambientais (OECD, 2016),
sendo indicadores de possiveis impactos decorren-
tes da presenca de compostos quimicos, nomeada-
mente de litio, no solo. Além disso, desempenham
um papel fundamental na manutencao da capaci-
dade do solo fornecer servicos ecossistémicos, sen-
do designados como “engenheiros do solo” (Ojha
& Devkota, 2014). O ntimero limitado de estudos
sobre o efeito do litio no solo, com a utilizacao de
diversos indicadores ou parametros, destacam o
desafio associado a variedade de sais de litio uti-
lizados. Os trabalhos desenvolvidos revelam uma
variedade de compostos de litio usados, cada um
com distintas propriedades fisico-quimicas e po-
tenciais efeitos no solo e na fauna edafica (Bakhat
et al., 2020; Kuloglu et al.,, 2022; Xu et al., 2023b).
A diversidade de sais de litio, combinada com di-
ferentes indicadores como comportamento de evi-
tamento, crescimento ou marcadores bioquimicos,
pode dificultar a comparacao dos resultados e a
obtencao de conclusdes claras e consistentes sobre
os efeitos do litio no solo e na fauna edafica. Des-
te modo, o trabalho agora apresentado tem como

objetivo avaliar o efeito de diferentes tipos de sais
de litio, no comportamento de evitamento da Eise-
nia andrei, de modo a obter informacgoes relevantes
para a gestao e mitigacao dos potenciais impactos
deste contaminante emergente no solo.

MATERIAIS E METODOS
Solo teste

Neste trabalho foi utilizado um solo artificial (SA),
de acordo com as normas da OECD (2016) para ava-
liagdo do efeito de substancias quimicas no solo,
como alternativa aos solos naturais. As normas
fornecem orientagdes para a producdo e caracte-
rizagao do solo, garantindo uniformidade e facili-
tando a comparagao de resultados. Para a respetiva
elaboragdo dos ensaios procedeu-se a mistura de
70 % de areia, constituida por particulas de 50 a
200 um, 20 % de caulino, com no minimo 30 % de
argila do tipo caulinite, e 10 % de turfa seca, sem
residuos de plantas visiveis (OECD, 2016). Uma
amostra composta foi recolhida apos a preparacgao
da mistura inicial para efeitos de determinagao de
varios parametros fisico-quimicos: classe de tex-
tura franco-arenosa, pH (KC1 1 M) de 4,7, matéria
organica de 579 g kg, condutividade elétrica 0,15
dS m*, N total 0,2 g kg, P,O5, rienmy 57,0 mg kg,
KO gner-rienmy 92,0 mg kg, capacidade de troca ca-
tidnica efetiva 6,1 cmol_ kg e uma fracao de argila
equivalente a 102 g kg'. Para a realizagdo dos en-
saios, procedeu-se a normalizacdo dos valores de
pH para valores finais de 6,1 (ISO, 2005) e determi-
nagao da capacidade maxima de retengao de dgua
(CMRA).

Sais de litio e concentracées ensaiadas
Para o estudo do litio foram usados dois sais di-

ferentes, na forma de carbonato de litio (CLi) e
sulfato de litio (SLi), adquiridos comercialmente.

Quadro 1 - Propriedades fisico-quimicas dos sais de litio usados no ensaio experimental

MM densidad S
Sal de litio Formula ensidade " apresentagao
(g mol?) (g cm*) (g 100 mL1)
CLi Li,CO, 73,89 2,11 1,29 po
SLi Li,SO, 109,94 2,22 2,22 cristais

MM: massa molecular; SW: solubilidade em agua (25 °C).
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No Quadro 1 sao apresentadas algumas caracte-
risticas fisico-quimicas dos respetivos compostos
para efeitos da determinacao da respetiva massa a
aplicar ao solo, de acordo com as concentragdes es-
tudadas e massa de SA seco usado em cada sec¢ao
do recipiente-teste.

As massas dos respetivos sais foram determinadas
para as concentragdes de litio a testar de 100, 200,
400 e 800 mg Li kg' de SA (peso seco). Estes tra-
tamentos foram testados em combinagdes duplas
com solo humedecido com dgua destilada (i.e. livre
de qualquer substancia teste). Uma combinagao
controlo de 0 mg Li kg' em ambas as secgoes dos
recipiente-teste, foi também considerado de modo
a avaliar se na auséncia da substancia teste a distri-
buigado dos organismos € aleatéria.

Procedimento experimental

Para o ensaio foi, em parte, seguido o procedimen-
to descrito na norma ISO 17512-1 (ISO, 2005), com
pequenas alteragOes. Para cada tratamento estuda-
do foram consideradas trés repeti¢gdes, num total
de trinta recipientes-teste de plastico transparente.
Na preparacao de cada recipiente-teste, procedeu-
-se a sua separacao em duas sec¢des, com a inser-
¢ao de uma placa diviséria. Na sec¢ao-controlo (-)
foram colocadas 500 g de SA, sem litio, e na sec-
cao-teste (+), igual massa de solo, misturado com
solucao de litio, previamente preparada, relativa a

Solo-controlo ; Solo-teste (Li) }

respetiva concentragao pretendida. A placa divi-
soria foi retirada e 10 minhocas colocadas na in-
terface das seccdoes em cada recipiente-teste. Este
procedimento foi seguido para um total de 15 re-
cipientes-testes utilizados para o respetivo sal de
litio estudado que, depois de colocada a respetiva
tampa, igualmente perfurada, foram dispostos em
condig¢des controladas de laboratdrio (temperatura
de 20+2 °C e 16-h luz:8-h escuro), durante um pe-
riodo de 48 horas de exposi¢ao, sem alimentagao
das minhocas (Figura 1).

Apos o periodo de exposigao, a placa divisdria foi
novamente introduzida e procedeu-se a contagem
do nimero de minhocas em cada uma das secgoes,
seccao-controlo (-) e sec¢ao-teste (+), para cada uma
das concentragdes de litio estudadas e respetivas
repeticdes. Para cada tratamento foi determinada a
percentagem de evitamento (%E), de acordo com a
equacgao apresentada por Busch et al. (2012), (%E =
[(n,-n)/N] *100), em que n, n, e N sao relativos ao
numero de minhocas no solo-controlo, solo-teste e
total de minhocas por recipiente-teste, respetiva-
mente. De acordo com os resultados obtidos, va-
lores positivos (+) indiciam evitamento, enquanto
valores negativos (-) sugerem uma nao reposta ou
preferéncia (ISO, 2005). A normalidade da distri-
buicdo dos dados e a homogeneidade de variancias
dos dados entre tratamentos foi analisada pelos
testes de Shapiro-Wilk e Barlett, respetivamente. Pa-
ra analise da significancia entre as se¢des, relativas
a cada tratamento estudado foi usado o t-Student
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Li,CO3 | soto arttciatisny | T |/ > > ) > )
Solo-controlo l Solo-teste (Li) ’t/ ij 10 }
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| 4 L 4 v
i,50 - ® ,
3 /trat i
LIZ 4 Salo artificial (SA) ™ / - / -p / — / x 3/ tratamento
Recipiente Insercdo da remocdo da Colocagdo das Reinserir a placa divisoria e contar

teste placa divisoria

placa divisdria

minhocas na interface o n° de minhocas em cada secgdo

Figura 1 - Esquema do procedimento aplicado no ensaio de evitamento.

Barroso et al., Sal de litio: efeito no evitamento da Eisenia fetida 585



(p<0,05). Entre tratamentos procedeu-se a uma
analise de variancia de uma via (ANOVA) e um
teste de LSD (Least Significant Difference), para um
nivel de probabilidade de a=0,05. Os valores de
ADy, (avoidance dose) foram calculados por uma re-
gressao linear Probit (Sakuma, 1998), em software
Excel (Windows® 10) e a respetiva analise entre os
respetivos sais, com base no t-Student (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No cumprimento dos pressupostos definidos para
validagao dos ensaios realizados com os respetivos
sais de litio (Niemeyer et al., 2019), com os resulta-
dos obtidos na combinagao controlo nao revelaram
diferencas significativas (p>0,05) entre o ntimero
de organismos teste encontrados em cada secgao
dos recipientes-teste. Estes resultados foram, ain-
da, reforcados pela auséncia de mortalidade sen-
do possivel concluir que a matriz de SA preparada
nado influencia o comportamento das minhocas.
Em termos de %E, o efeito do litio revelou uma
tendéncia similar para ambos os tipos de sais de
litio estudados (Figura 2.i), com as minhocas a de-
monstrar uma preferéncia para solo sem presenca
ou adicdo de litio (0 mg kg') (Li 0), com um valor
médio de (-) 6,7%.

A similaridade da sensibilidade dos organismos
teste aos dois sais estudados manteve-se para todas
as combinagdes de tratamentos, com as minhocas
a revelar um comportamento de evitamento tanto
maior a medida que a concentragao de litio aumen-
ta. Os valores de %E variaram (entre a combinagao
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da concentracdo mais baixa e a combina¢dao da
concentracdo mais alta) entre 26,7% e 91,1%, para
o SLi e 20% e 66,7%, para o CLi (Figura 2.i). O au-
mento do stress oxidativo ou de lesdes histologi-
cas observadas por Bakhat et al. (2020) e Xu et al.
(2023b), para um intervalo de concentragdes apro-
ximado ao usado neste estudo, podem explicar a
tendéncia crescente de evitamento observada com
a concentracao de Li. O efeito da concentracao re-
velou-se, também, dependente do tipo de sal, no-
meadamente para concentragdes superiores a 100
mg kg, a partir da qual o SLi promove valores de
%E mais elevados e significativos (p<0,05) que o
CLi (Figura 2.i). Os resultados sugerem que as pro-
priedades dos respetivos sais (Quadro 1), poderao
agir como vetores de stress, através da alteracdo de
caracteristicas quimicas do solo, como o pH H,0O e
a CE (Figura 3), promovendo o comportamento de
evitamento por parte do organismo teste. A exis-
téncia de diferentes tipos de anides, como o caso
do sulfato (5O,%) e carbonato (CO,*) gerados res-
petivamente com SLi e CLi, tém diferente compor-
tamento acido-base, podendo influenciar de forma
diferenciada o pH do solo. Os valores de pH mais
baixos do solo observados para o caso do SLi com-
parativamente ao CLi (Figura 3.i), poderao ter pro-
movido uma maior disponibilidade do litio, tal co-
mo reportado por Hayyat et al. (2021). Por sua vez,
a maior solubilidade em agua do SLi podera expli-
car os maiores valores de condutividade elétrica
(CE) (dS m) dos solos com solugao de SLi com-
parativamente aos solos com solugao de CLi. Este
facto podera assim explicar os maiores valores de
%E observados nos solos com SLi em relacao aos
solos com SLi (Figura 2.i), com as diferencas entre
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Figura 2 - Resultados (i) da percentagem de evitamento/preferéncia (%) para as concentracées e (ii) avoidance dose (AD,,) para

os sais de litio estudados de SLi e CLi.
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Figura 3 - Valores de: (i) pH em agua (H,0) e (ii) condutividade elétrica (CE) (dS m?), para as respetivas concentragdes de litio

estudadas, na forma de SLi e CLi.

os respetivos sais a acentuarem-se com o aumento
da concentragao de litio (Figura 3.ii). O maior po-
tencial de stress do SLi comparativamente ao CLi,
decorrente dos efeitos ao nivel do solo, sugerem
que, em concentracdes semelhantes, a funcao de
habitat do solo é mais afetada em solos com SLi do
que com CLi. O comprometimento da funcdo de
habitat do SA para um limite de 60% de evitamento
(Loureiro et al., 2005), ocorreu para concentragoes
a partir dos 200 mg kg, para o SLi, e 800 mg kg,
para o CLi (Figura 2.i).

Os menores valores de AD,, observados para o
SLi (202,2 mg kg') poderao, assim, indiciar um
maior potencial toxico de SLi comparativamente
ao CLi (413,4 mg kg) (Figura 2.ii).

CONCLUSOES

O estudo revelou que a presenga de litio no solo
provoca comportamento de evitamento em E. an-
drei, com um aumento da percentagem de evita-
mento com o aumento da concentragdo de litio,
variando de acordo com o tipo de sal utilizado.
Os valores de AD;, estimados revelaram um efeito
mais acentuado do SLi comparativamente ao CLi,
no evitamento de E. andrei. As diferencas no com-
portamento observado entre os sais de litio estu-
dados podem ser explicadas pelos efeitos distintos
que cada sal provoca no pH e CE do solo.
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