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RESUMO GERAL

No municipio de Adriandpolis, PR, foram realizadas atividades de mineragdo e metalurgia de Pb
por cerca de 50 anos. A empresa deixou pilhas de rejeitos, escorias do processo de metalurgia,
espalhadas pelo patio da fabrica e na area de mineragdo sem cuidado algum com a contaminacao do
ambiente. Em estudos prévios, foram constatados altos niveis de contaminacdo pela andlise do
sangue de criangas que viviam proximas da empresa. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da
passagem de solos de &rea de mineracdo e metalurgia de Pb pelo trato intestinal de minhocas
(Pontoscolex corethrurus) sobre as formas de Pb e Mn (transformacao das formas labeis em formas
mais estaveis), utilizando a técnica de extracdo sequencial. Adicionalmente, determinaram-se as
diferencas quimicas (parametros da fertilidade), granulometria e argila dispersa em agua na matriz
do solo e nos coprolitos. Foram coletadas amostras em duas profundidades (0-10 e 20-40 cm) de
cinco perfis de solos, sendo um deles considerado referéncia (solo 1 - sob mata nativa), tendo em
vista a distancia das fontes de contaminacgdo. Os demais solos foram submetidos a diferentes formas
de contaminacdo: solo 2 - incorporacdo de residuos da metalurgia de metais pesados aos perfis;
solos 3 e 6 - potencial de adicdo de Pb particulado via chaminés da fabrica; solo 8 - potencial de
contaminacgdo por passagem da agua pluvial pela fabrica desativada, que escorre em direcdo ao rio
Ribeira. Para as avaliacdes dos parametros da fertilidade e das caracteristicas fisicas (argila dispersa
em agua e granulometria) consideram-se apenas as amostras do solo de referéncia e dos solos 1, 2 e
6. A terra fina seca ao ar foi depositada em recipiente plastico, colocando-se uma fina camada de
aproximadamente 1,5 cm de espessura, para facilitar o recolhimento dos coprdlitos na superficie. As
minhocas foram colocadas nas devidas unidades experimentais (cinco individuos por recipiente) e
as duas primeiras coletas de coprdlitos foram descartadas. Ap6s quatro meses de incubagdo das
minhocas e recolhimento de coprolitos, as analises foram realizadas nessa porcao e no solo natural
ou controle. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas
pelo Teste Tukey (p< 0,05). Observou-se que as minhocas possuem a capacidade de selecionar as
fracdes do solo para se alimentar, com aumento da areia fina e silte e, consequiente diminuicdo da
areia total. Os anelideos também alteraram a fertilidade do solo, com o0 aumento nos valores de pH e
de CTC total e dos teores de P, K* e Ca?*+Mg?*. Ainda, aumentaram os teores de carbono organico
total no solo mais pobre (solo 6 - Neossolo Quartzarénico). O Unico efeito indesejavel foi o
aumento da argila dispersa em agua, que pode aumentar a erodibilidade do solo. Com relagédo as
avaliagdes de metais pesados, os teores de Pb e Mn também foram determinados no solo natural ou
controle e nos copralitos: teores totais e teores em extracdes sequenciais de varias fases - soluvel —

trocavel — associado aos carbonatos — ligado especificamente & matéria organica — ligado



especificamente aos o0xidos de Fe, Al e Mn de baixa cristalinidade — ligado especificamente aos
aluminossilicatos de baixa cristalinidade — residual. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia e as médias foram comparadas pelo Teste Tukey (p< 0,05). Houve baixa seletividade do
extrator acetato de Na (associados a carbonatos), que também extraiu Pb e Mn ligados a matéria
organica, dificultando a avaliacdo do efeito da passagem do solo pelo trato intestinal das minhocas
sobre essa forma de metais. Os anelideos reduziram a quantidade de Pb nas fragBes sollvel e
trocavel do solo, consideradas mais biodisponiveis ambientalmente. Houve incremento de Pb na
forma de Oxidos de Fe, Al e Mn de baixa cristalinidade nos coprolitos (adsorcdo especifica), que
seria desejavel em estudos de remediacdo. Os teores totais de Mn foram pouco influenciados pela
atividade de mineracdo e metalurgia na area. As minhocas produziram casulos apenas no solo
referéncia (sob mata nativa e distante das atividades de metalurgia de Pb) e absorveram maior
quantidade de Pb em seus tecidos no solo mais contaminado e naquele mais arenoso e com menor
CTC.

Termos de indexacdo: minhocas, coprolito, contaminacéo do solo, extracdo sequencial de metais

pesados, alterac@es fisicas e quimicas do solo.

ABSTRACT

For nearly 50 years, lead mining and metallurgy activities took place in the city of Adrianopolis-
PR. The company left piles of debris and scoria from the metallurgy process, spread throughout the
factory’s floor and mining area without any care with environmental contamination. In previous
studies, high levels of contamination were found through the children’s blood count who lived in
the factory’s vicinity. The purpose of this study is to evaluate the effect of the passage of soils from
around the lead mining and metallurgy activities through earthworms the intestinal tract
(Pontoscolex corethrurus) in the forms of Pb and Mn (transformation of labile forms into more
stable ones), using the sequential extraction technique.Additionally, chemical differences in the soil
matrix and coprolites were determined (fertility parameter), granulometry and water dispersed
clay. Samples were collected in two different depths (0-10 and 20-40 cm) of five soil profiles, one of
them taken as reference (soil 1 — under native forest), considering the distance from the
contamination sources. The other soils were submitted to different forms of contamination: soil 2 —
incorporation of metallurgy residues of heavy metals to the profiles; soils 3 and 6 — potential of
addition of suspended Pb via factory’s chimneys, soil 8 — potential of contamination by means of

pluvial water passage through the deactivated factory, which takes place toward the Ribeira river.



For the evaluation of fertility parameters and physical characteristics (water dispersed clay and
granulometry) only the samples from reference soils 1, 2 and 6 are considered. The fine air-dried
soil was deposited in plastic recipients, putting a fine layer of approximately 1.5 cm of thickness to
facilitate the collection of coprolites on the surface. The earthworms were placed in specific
experimental units (five individuals per recipient) and the two first collections of coprolites were
discarded. After four months of the earthworms™ incubation and collection of coprolites, the
analysis were done in this portion and in the natural or control soil. The results were submitted to
variance analysis and the means were compared with Tukey Test (p< 0.05). It was noticed that the
earthworms have the ability of selecting the fractions of soil to feed on, with increase of fine sand
and silt, and consequent decrease of total sand. The annelids also altered the soil fertility, with the
increase of pH values and total CTC, and the tenors of P, K™ and Ca**+Mg®*. On top, they
increased the tenors of total organic carbon in poorer soils (soil 6 — Psamment). The only
undesired effect was the increase of water dispersed clay, which may increase soil erodibility. In
relation to the heavy metal evaluations, the tenors of Pb and Mn were also determined in the
natural or control soil and in the coprolites: total tenors and sequential extraction tenors of several
phases — soluble — exchangeable — carbonate-associated — bound specifically to the organic
matter — bound specifically to low crystallinity Fe, Al and Mn oxides — bound specifically to low
crystallinity aluminossilicates — residual. The results were submitted to the variance analysis and
the means were compared to the Tukey Test (p< 0.05). There was low selectivity of the Na acetate
extractor (associated to carbonates), which also extracted Pb and Mn bound to organic matter,
hindering the evaluation of the effect in soil passage through the earthworms” intestinal tract upon
this form of metals. The annelids reduced the amount of Pb in soluble and exchangeable soil
fractions, considered more environmentally bioavailable. There was an increase of Pb in the form
of low crystallinity Fe, Al and Mn oxides in coprolites (specific absorption), which would be
desirable in remediation studies. The total Mn tenors were little influenced by mining and
metallurgy activities in the area. The earthworms produced cocoons only in the reference soil
(under native forest and away from Pb metallurgy activities) and absorved greater amounts of Pb

in their tissues in the more heavily contaminated soil as well as in the sandier one with lesser CTC.

Index terms: earthworms, coprolite, soil contamination, heavy metal sequential extraction, soil

chemical and physical alterations.



CAPITULO 1
1.1 INTRODUCAO GERAL

As minhocas fazem parte da macrofauna do solo, sdo amplamente distribuidas e
possuem alto grau de adaptabilidade as condicdes edéaficas. Normalmente, promovem
modificagdes nos locais em que vivem, em especial no solo: participam da ciclagem de
nutrientes, misturam os horizontes, melhoram a aeragéo e, consequentemente, a infiltracdo da
agua. As minhocas cavam tuneis extensos e liberam muco através da sua epiderme que sela as
paredes desses canais. Trabalham na desestruturacéo e reestruturacdo do solo, permitindo que
a matéria organica, antes protegida no interior do agregado, seja reciclada e vice-versa. Com a
movimentacdo vertical, podem levar a matéria organica presente na parte mais superficial
para camadas mais profundas, modificando as condic¢Ges dos locais em que estdo presentes.

Esses anelideos sdo conhecidos por apresentarem estratificacdo vertical no perfil do
solo. A Pontoscolex corethrurus é uma espécie que prefere profundidades intermediérias.
Caracteristicas como o prostdmio, o tamanho e a pigmentacdo variam de acordo com essa
distribuicéo vertical. O local que ocupam no perfil do solo ainda pode variar de acordo com
algumas caracteristicas do ambiente, como a disponibilidade de matéria organica (MO), a
umidade e o pH. A qualidade e quantidade da MO disponivel influencia a abundancia das
minhocas. A P. corethrurus tem preferéncia pela MO particulada (fracédo leve), ou por folhas
parcialmente degradadas. Na maioria das vezes, o processo de digestdo de folhas, galhos e
raizes é iniciado por fungos e bactérias. As minhocas auxiliam essa degradacdo com enzimas
proprias, mas também possuem relagdo mutualistica com esses organismos para digestdo da
MO. Os anelideos possuem ainda a capacidade de assimilar facil e eficientemente a MO do
solo, inclusive de solos pobres, o que possibilita colonizacao de habitats diversos.

A macrofauna desempenha papel importante na pedogénese e na melhoria da
fertilidade do solo, através de modificagBes fisico-quimicas induzidas por sua atividade, por
exemplo, na passagem do solo pelo trato intestinal dos anelideos. As minhocas: possuem
capacidade de selecionar as fragOes do solo para ingeri-las e de quebrar agregados, promovem
a ciclagem de nutrientes e assimilam diferentes compostos quimicos do solo.

A concentragdo total natural de metais pesados em solos depende principalmente do
material de origem, dos processos de formagdo e da composicdo e propor¢do dos

componentes da fase sélida do solo.



As atividades de mineracdo e industrializacdo de metais pesados representam
perigosas fontes poluidoras ambientais. A disposicdo inadequada de residuos aumenta
significativamente os teores e transfere esses poluentes para formas mais facilmente
assimilaveis as plantas e animais, podendo criar formas mais madveis no solo. Uma das graves
consequéncias a poluicdo causada pelos metais pesados € a bioacumulagdo, processo que pode
ser descrito como a elevacdo constante de seus niveis em organismos Vivos, ja que esses
elementos ndo podem ser degradados metabolicamente.

No municipio de Adrianopolis, as margens do rio Ribeira, Estado do Parana, Brasil,
foram desenvolvidas por 50 anos atividades de mineracdo e metalurgia de primeira fuséo de
Pb. Em 1995 a mineradora encerrou suas atividades deixando a céu aberto, sem nenhuma
protecdo, cerca de 177 Gg de residuos de beneficiamento, principalmente, da galena (PbS)
(Eysink, 1988; Cassiano, 2001). Eysink (1988) demonstrou que os sedimentos do rio Ribeira
apresentavam elevados teores de metais pesados, principalmente Pb, em locais préximos a
fabrica. Estudos mais recentes demonstraram que os efeitos da mineracdo e metalurgia de Pb
ainda se faziam presentes. Cunha (2003) avaliou o sangue de 335 crian¢as em idade escolar (7
a 14 anos), que moravam no entorno da antiga area de mineracéo (Vila Mota), e constatou que
70% das criangas apresentaram teores de Pb trés vezes superiores aos limites preconizados
pelo U.S. Center for Disease Control (CDC) e Organizacdo Mundial de Saude (OMS).
Kummer (2008) determinou as caracteristicas quimicas e mineralégicas e promoveram a
especiacdo de Pb e Zn dos solos por meio de extracfes seqlienciais. A contaminacao por Pb
dos solos argilosos proximos a fabrica e ao rio Ribeira por materiais particulados das
chaminés mostrou-se mais prejudicial ao ambiente em virtude dos maiores teores totais
(19.434,0 mg kg™) e de formas de maior solubilidade (trocavel - extraido com Ca(NO3); 0,5
mol L™ - 903,6 mg kg?). A alta percentagem de Pb associado aos carbonatos torna esse
ambiente com grandes riscos ambientais, caso haja uma acidificacdo do solo. O Zn
apresentou-se em formas mais insollveis, aumentando a participacdo da fracdo residual nos
teores totais. Barros (2008) gerou indicadores de qualidade dos solos por meio de avaliagdes
fisico-quimicas, microbioldgicas, da mesofauna e de plantas nativas: o maior nimero de
bactérias esporulaveis no solo mais poluido foi interpretado como um mecanismo de
resisténcia desses organismos aos elevados teores de Pb. Observou-se também que a maioria
das plantas nativas estudadas apresentou toxidez de Pb, sendo encontrados 0s maiores teores

desses metais nas raizes das plantas (maximo de 939,9 mg kg™).



Devido a gravidade da contaminacdo dessa area com metais pesados, tornam-se, ent&o,
de grande importancia, estudos de remediagdo ambiental, visando a reduzir os teores totais e a
biodisponibilidade de metais pesados no solo e a contaminacdo de aguas superficiais e
subterraneas. O potencial de periculosidade de Pb se agrava quando o metal torna-se
disponivel & absorgdo pelas plantas e animais e quando sua quantidade excede a maxima
capacidade de retencdo pelo solo, tornando-se potencialmente lixividvel, com conseqlente
aporte em corpos d'agua. Espera-se efeito positivo da passagem dos metais através do trato
digestivo das minhocas, com transformacdo das formas labeis em formas mais estaveis,
associadas principalmente aos compostos humicos. Em glebas restritas da area, onde houver
efeito positivo dos anelideos, tanto na quimica como na redugdo da contaminagdo com metais
pesados, esses organismos podem ser introduzidos ao solo como técnica isolada ou em
associacdo, por exemplo, com a fitorremediacao, visando reduzir os impactos prejudiciais das
atividades de mineracdo. Andrade et al., (2009) concluiram que o girassol foi a espécie com

maior potencial de fitorremediag&o dos solos da area.

1.2 OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito da passagem de solos de &rea de mineracdo e metalurgia de Pb pelo
trato intestinal de minhocas (Pontoscolex corethrurus) sobre as formas de Pb e Zn
(transformacdo das formas labeis em formas mais estaveis), utilizando a técnica de extracdo
sequencial. Adicionalmente, determinaram-se as diferencas quimicas (parametros da

fertilidade), granulometria e argila dispersa em agua na matriz do solo e nos coprolitos.
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CAPITULO 2 - MUDANCAS EM CARACTERISTICAS QUIMICAS E FISICAS COM
A PASSAGEM DO SOLO PELO TRATO INTESTINAL DE PONTOSCOLEX
CORETHRURUS (OLIGOCHAETA: ANNELIDA)

RESUMO

Alguns grupos de organismos maiores de invertebrados edaficos, como as minhocas,
devem promover alteraces fisicas e quimicas nos solos, apos ingestao de particulas organicas e
minerais. Com o0 objetivo de verificar essas mudancas foram coletadas amostras de trés solos
(Neossolo Litdlico, Cambissolo Haplico e Neossolo Quartzarénico), em duas profundidades (0-10
e 20-40 cm), no municipio de Adriandpolis (PR). As minhocas (Pontoscolex corethrurus) foram
incubadas e as anélises realizadas no solo natural ou controle e no coprdlito. Os resultados
foram submetidos a anélise de variancia e as médias foram comparadas pelo Teste Tukey (p<
0,05). Observou-se que as minhocas possuem a capacidade de selecionar as fraces do solo para
se alimentar, com aumento da areia fina e silte e, conseqiiente diminuicéo da areia total. Os
anelideos também alteraram a fertilidade do solo, com o aumento nos valores de pH e de CTC
total e dos teores de P, K" e Ca2++Mg2+. Ainda, aumentaram os teores de carbono organico total
no solo mais pobre (Neossolo Quartzarénico). O Unico efeito indesejavel foi o aumento da argila
dispersa em agua, que pode aumentar a erodibilidade do solo.

Termos de indexacao: minhocas; alteracdes fisicas; alteracdes quimicas; matéria organica.

SUMMARY: CHANGES IN PHYSICAL AND CHEMICAL CHARACTERISTICS
WITH THE PASSAGE OF SOIL THROUGH THE PONTOSCOLEX CORETHRURUS’
INTESTINAL TRACT (OLIGOCHAETA: ANNELIDA)

Some groups of larger edaphic invertebrate organisms, such as earthworms, must foster
chemical and physical changes in soils after the ingestion of organic and mineral particles. With
the purpose of verifying these changes, samples of three soils were collected (Litolic Neosoil,
Haplic Cambisol and Psamment), in two different depths (0-10 and 20-40cm), in the city of
Adriandpolis-PR. The earthworms (Pontoscolex corethrurus) were incubated (four months) and
analysis was made in the natural or control soil and in the coprolite. The results were submitted
to variance analysis and the means were compared by Tukey Test (p< 0.05). It was noticed that
the earthworms have the ability of selecting soil fractions to feed on, with an increase of fine
sand and silt, and consequent total sand decrease. The annelids also changed the fertility of the
soil, with the increase in pH values and total CEC, and tenors of P, K and Ca**+Mg*".
Furthermore, they increased the tenors of total organic carbon in poorer soils (Psammen
Neosoil). The only undesired effect was the increase of water dispersed clay, which may increase
the soil erodibility.

Index terms: earthworms, soil physical alterations; soil chemical alterations; organic matter.

2.1 INTRODUCAO
O solo é considerado um ambiente de dificil movimentacdo para organismos maiores

da macrofauna. Contudo, as minhocas e outros poucos grupos de organismos maiores de



invertebrados possuem a habilidade de ingerir o solo e se movimentar livremente,
independentemente da falta de conexdo entre os poros no solo, criando caminhos e galerias,
enquanto se alimentam e se reproduzem (Lavelle & Spain, 2006).

As espécies de minhocas podem ser classificadas em categorias ecologicas (Bouchég,
1977): epigeicas, anécicas e endogeicas. A Pontoscolex corethrurus é endogeica e este grupo
ndo apresenta pigmentacgdo e raramente deixa o solo. A familia Glossoscolescidae € endémica
na Regido Neotropical e a P. corethrurus é uma das poucas espécies peregrinas desta familia
(Hamoui, 1991). A P. corethrurus foi descrita por um naturalista aleméo, Fritz Muller, em
1857, entre individuos coletados em lItajai, no estado de Santa Catarina, que registrou o
seguinte comentario: “¢ a minhoca mais comum neste pais,... pode ser encontrada em quase
todos os torrdes de terra aravel” (Brown et al., 2006).

Minhocas peregrinas sdo nativas de um pais, mas que colonizaram locais fora da sua
area de distribuicdo natural. J& as espécies invasoras sdo aquelas introduzidas deliberadamente
ou ndo intencionalmente (normalmente transportadas pelos homens), fora do seu habitat
natural, que se estabelecem sucessivamente num local, competindo com as minhocas nativas,
se presentes. A P. corethrurus pode ser considerada peregrina e invasora, tendo em vista que
é encontrada fora do seu centro presumivel de origem (Brown et al., 2006). Mesmo dentro de
uma area de ocorréncia natural, a P. corethrurus pode ter preferéncia por certos tipos de solos
e de manejo. Em estudo que avaliou os efeitos de trés sistemas de cultivos nas propriedades
guimicas, nas comunidades de minhocas e na taxa de decomposi¢do da matéria organica dos
solos no México tropical, a espécie P. corethrurus sé foi encontrada em dois deles: na
plantacdo de bananas e no sistema agro-florestal. Nenhum exemplar desta espécie foi
encontrado na floresta, terceiro sistema avaliado (Geissen et al., 2009).

Esses anelideos sdo engenheiros edaficos que constroem estruturas e que permitem a
manutencdo adequada das condi¢cdes para 0 seu crescimento (Jouquet et al., 2006). No
entanto, algumas espécies endogeicas podem ser consideradas engenheiras acidentais, ja que
seu trabalho no solo aparentemente ndo tem reflexo direto no seu crescimento. Parece ser o
caso das minhocas que comem pequenos agregados e excretam coproélitos maiores, e que
posteriormente ndo podem ser reingeridos. Uma vez exaurido o estoque de pequenos
agregados, elas sofrerdo extin¢do e/ou se deslocardo para os arredores que possuem agregados

menores (Rossi, 2003).



A dieta das minhocas consiste principalmente em material organico em varios estagios
de decomposicdo (Lee, 1985). A mistura matéria organica e mineral, em variadas proporcdes,
passa pelo trato intestinal e é excretada na forma de coprdlitos, modificando a agregagdo do
solo e contribuindo para disponibilidade de nutrientes. Hernandez-Castellanos et al. (2010)
cultivaram P. corethrurus em laboratorio e observaram que a producdo de coprolitos foi
maior nos solos com menor teor de matéria organica.

Em solo intensamente povoado por P. corethrurus pode-se chegar a ingestdo anual de
400 Mg de solo seco por hectare (Barois et al., 1993). Estes autores estudaram a estrutura do
solo antes e apds a ingestdo por esta espécie de minhocas usando microscopia eletronica de
varredura e de transmissao e observaram que a desagregacéo que ocorria no tubo digestivo era
acompanhada por um acréscimo de &gua e polissacarideos livres (muco intestinal). Esta
estratégia tem como objetivo facilitar a multiplicacdo dos microrganismos presentes no solo,
que através da producdo de enzimas, promovem a degradacdo da matéria orgénica. As
substancias mais simples formadas a partir da acdo da microbioldgica sdo assimiladas pela
minhoca, que ndo produz as enzimas necessarias para degradar 0s materiais mais
recalcitrantes.

Bartz et al. (2010) realizaram estudo com P. corethrurus em diferentes sistemas de
manejos (mata nativa, dois agroecossistemas de plantio direto e uma pastagem) e constataram
que houve aumento nos valores de pH e os coprolitos produzidos foram significativamente
enriquecidos por cations trocaveis, carbono organico total (COT), P e S, comparados com 0
solo controle. Além do efeito direto da passagem do solo pelo trato intestinal das minhocas, a
colonizagdo dos coprolitos por varios organismos pode alterar suas caracteristicas quimicas
apos sua excrecdo. Os coprolitos da maioria das espécies de minhocas sdo excretados com
diversos microrganismos (nematoides, protozoarios, fungos, bactérias) e variaveis proporcdes
de restos vegetais, dependendo do habito alimentar. Conforme os coprolitos envelhecem e se
estabilizam, a dominéncia de diferentes organismos também pode mudar (Brown, 1995),
embora a importancia destas mudangas para os atributos quimicos e funcdo dos coprolitos
ainda seja desconhecida (Bartz et al., 2010).

O objetivo deste trabalho foi avaliar as possiveis mudangas em caracteristicas
quimicas e fisicas com a passagem do solo no trato intestinal de minhocas (Pontoscolex

corethrurus).

10



2.2 MATERIAIS E METODOS

Montagem e conducao do experimento

Foram coletadas amostras em trés tipos de solos, um Neossolo Litolico (RL), um
Cambissolo Haplico (CX), e um Neossolo Quartzarénico (RQ) (Quadro 1), em novembro de
2007, no municipio de Adriandpolis (PR), Regido Metropolitana de Curitiba, vale do rio
Ribeira, divisa com o estado de Sao Paulo. Coletou-se cerca de 10 kg de cada solo, nas
profundidades de 0 a 10 e 20 a 40 cm. O solo foi seco ao ar, macerado e passado em peneiras

de malha de 2 mm para obtencdo da terra fina seca ao ar (TFSA).

Quadro 1. Localizacao, classificagdo e material de origem dos solos

UTM (22J)
Classe de N-S (m) E-W (m) Material
Solo Simbolo Latitude Longitude  Altitude de origem
Neossolo NL  7267313S 711502W 546m  Rochas carbonaticas/
Litolico granitos e gnaisses
Cambissolo Rochas carbonaticas/
Haplico CX 7268164 711513 326 m granitos e gnaisses
Neossolo RQ 7268671 711572 202m Quartzitos

Quartizarénico

As minhocas foram coletadas na Fazenda Experimental do Canguiri, da Universidade
Federal do Parand, em Pinhais (PR), Regido Metropolitana de Curitiba.

As unidades experimentais foram constituidas por um recipiente plastico com tampa,
com aproximadamente 300 cm® de solo. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com trés repeti¢bes: 3 solos x 2 profundidades x 2 densidades populacionais de
minhocas (com e sem minhocas) x 3 repeticdes, completando 36 unidades experimentais. A
TFSA foi depositada no recipiente plastico, colocando-se uma fina camada de solo de
aproximadamente 1,5 cm de espessura, para facilitar o recolhimento dos coprélitos na
superficie.

O expurgo do solo original, para garantir a limpeza do trato intestinal dos anelideos e
para ndo contaminar o solo das unidades experimentais, foi realizado em duas etapas: i)
minhocas adultas, identificadas pelo clitelo, foram colocadas em recipiente plastico revestido
com papel toalha umedecido. Os anelideos ficaram nesta condigdo por cerca de dois dias; ii)
as minhocas foram colocadas nas devidas unidades experimentais (cinco individuos por

recipientes) e as duas primeiras coletas de coprdlitos foram descartadas.
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O solo foi irrigado com 70% da sua capacidade de campo (umidade que foi mantida
durante todo o experimento) e os anelideos permaneceram em local escuro e em temperatura
ambiente. As coletas de coprdlitos foram realizadas na superficie do solo, a cada dois dias,
com o auxilio de uma pinca. Em seguida, as amostras foram secas em estufa por 48 h a 40 °C
e armazenadas para a realizacdo das analises. Os coprolitos foram facilmente identificados
porque eram mais alongados, compactos e apresentavam a superficie externa lisa quando
comparados aos agregados do solo natural, menores que 2 mm. Nos coprolitos havia sempre
uma diferenca de contraste entre a superficie externa e o material interno, que tinha a mesma
coloragéo do solo natural, assim como observado por Barois et al. (1993).

As minhocas foram mantidas nessas condicGes até a obtencdo de quantidade suficiente
de coprélitos para as andlises fisicas e quimicas: periodo de incubacdo préximo a 4 meses (de
marco a julho de 2008). As minhocas que morreram durante a conducdo do experimento
foram repostas por minhocas vivas que passaram pelo mesmo processo de expurgo do solo
original.

Ao final, o experimento foi desmontado e as amostras de solo que ndo receberam as
minhocas (18 unidades) foram secas por 48h a 60°C e passadas em peneira de malha de 2 mm
(Terra Fina Seca em Estufa - TFSE) (amostras controle). J& o solo do restante das unidades
experimentais (18 unidades) foi descartado, pois nessa condi¢do, consideraram-se apenas 0S
coprolitos previamente coletados e secos em estufa, que também foram moidos e passados em

peneiras de 2 mm.

Anélises quimicas

Amostras de TFSE, em suas duas fases (sem minhocas ou controle e coproélitos) foram
analisadas conforme metodologia descrita em Embrapa (1997): pH em &gua, na relacdo
solo/solucdo 1:2,5; acidez potencial ndo trocavel (H), extraida com solucdo de acetato de Ca
0,5 mol L™ a pH 7,0; teores trocaveis de Ca**, Mg** e AI**, extraidos com KCI 1 mol L™ e
teores disponiveis de P e K, extraidos com soluc&o de H,SO4 0,05 mol L™ e HCI 0,025 mol
L™ (Mehlich-1).

Para a determinagdo do carbono orgénico total (COT) pesou-se 0,015 g de solo
previamente seco em estufa a 40° C e passado em peneira de malha de 0,25 mm. Em seguida,
as amostras foram colocadas em barcacas de estanho e dobradas de modo a formarem

pequenas cépsulas quadradas. Posteriormente, as concentragdes de carbono total foram

12



medidas por combustédo no analisador de CNHS elementar, modelo Vario EL Ill (Elementar,
Hanau, Alemanha).

O nitrogénio total (NT) foi analisado através do método adaptado de Kjedahl, em que
1 g de TFSE foi digerido em tubos com capacidade para 80 mL com pastilha de 1 g de CuSQO,
e K;SO, combinados, como catalisador, e 7,5 mL de H,SO, concentrado. A temperatura do
bloco digestor foi elevada na taxa de 50 °C por hora até 350 °C, na qual permaneceu até que a
amostra apresentasse coloracdo clara ou esverdeada, e a mistura, apos resfriamento, foi
transferida para baldo de 100 mL. Foi retirada uma aliquota de 10 mL do extrato digerido, a
qual foram adicionadas 2 gotas de vermelho de metila, 10 mL de H,SO4 0,125 mol L™ e 10
mL de NaOH 10 mol L™ Tal mistura foi destilada e titulada com NaOH para obtencéo do
teor de NT do solo (Jackson, 1970).

Andlises fisicas do solo

A andlise textural (controle e coprolito) foi realizada pelo método da pipeta, apos
remocao prévia da matéria organica com H,0, 30% (v/v), segundo procedimento da Embrapa
(1997).

Para determinacgdo de argila dispersa em &gua e grau de floculacdo (Embrapa, 1997,
com modificacdes), colocaram-se 5 g de TFSE em recipiente plastico e adicionaram-se 12,5
mL de agua. A suspensdo foi agitada com bastdo de vidro e deixada em repouso por uma
noite. Em seguida, a suspenséo foi agitada em agitador elétrico tipo “stirrer” por 2,5 minutos.
Passou-se o conteudo atraves de peneira de malha de 0,053 mm, colocada sobre funil apoiado
em um suporte, tendo logo abaixo uma proveta de 250 mL, para coleta das fracGes argila e
silte. Completou-se o volume da proveta até 100 mL, agitou-se por cerca de 20 segundos e
mediu-se a temperatura. Deixou-se a suspensdo em repouso por 3 horas e 28 minutos e
pipetou-se uma aliquota de 20 mL, introduzindo a pipeta a uma profundidade de 5 cm. O
liquido foi colocado em um béquer previamente tarado e identificado. O contetido foi seco em
estufa a 105° C.

Analise estatistica
Consideraram-se 0s tratamentos como dispostos em delineamentos inteiramente
casualizados, com trés repeticdes. Os resultados foram submetidos a analise de variancia

usando o “software” SAS (1990) e as médias foram comparadas pelo Teste Tukey (p< 0,05).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas quimicas e a textura dos solos (Quadros 2, 3 e 4) foram
determinadas pelo material de origem do local (Quadro 1). Os altos teores de silte (Quadro 3)
sdo compativeis com o reduzido grau de intemperismo dos solos (Neossolos e Cambissolo),
determinado pelo relevo forte ondulado/montanhoso da regido. Os solos RL e CX
apresentaram textura argilosa, formados por granitos/gnaisses e rochas carbonaticas. J& o solo
RQ representou a area de solos arenosos, originados do intemperismo de quartzitos.

A associacdo de rochas carbonéticas ao material de origem dos solos RL e CX definiu
os altos valores de pH e de Ca**+Mg?* das amostras (Quadro 4). Os altos teores de argila,
associados com a grande ocorréncia de esmectita (Kummer, 2008), determinaram elevados
valores de capacidade de troca cationica (CTC pH 7,0) dos solos (Quadro 2).

Os teores de P e K" foram significativamente maiores nos coprolitos em relacdo ao
solo que ndo passou pelo trato intestinal das minhocas (Quadro 2). A elevacdo da quantidade
desses macronutrientes no solo na presenca desta espécie de minhoca também foi observada
por outros autores (Lee, 1985; Basker et al., 1992; Lagenbach et al., 2002; Bartz et al., 2010).
Nos coprolitos, as excrecdes e secrecdes liberadas pelas minhocas podem ocasionar alteracdes
nos atributos quimicos do solo, uma vez que os teores de nutrientes em forma soltvel s&o
diferentes dos teores no solo adjacente (De Vleeschauwer & Lal, 1981). Os aumentos nos
teores de P e K* no coprolito podem ser devido a liberagdo destes nutrientes por materiais
organicos durante a digestdo (Bartz et al., 2010), pois o solo na porcdo anterior do intestino
das minhocas ¢ um meio menos compactado que o solo natural, em que 0s materiais

organicos e minerais séo dispersos (Barois et al., 1993).

Quadro 2. Teores de P, K e valores de CTC pH 7,0 em funcdo da passagem (coproélito) ou
ndo (controle) dos solos pelo trato intestinal das minhocas

P (mg kgh K* (cmol kg™ CTC (cmol, kg™
Coprolito 12,89a 0,23a 25,44a
Controle 8,73b 0,20b 24,88b
CV (%) 23,69 11,76 3,23

Meédias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
O aumento nos teores de Mg** nos coprolitos (Ca**+Mg**, Quadro 4) compensou a

maior retencdo de Ca*" nos tecidos das minhocas e menor liberacdo deste nutriente nos
coprolitos (Quadro 3). Como resultado, verificou-se também efeito expressivo das minhocas
na soma de bases (S = Ca** + Mg®" + K*) dos solos. O pH foi facilmente alterado pela
atividade dos anelideos, algo ja observado em outros ensaios (Barois & Lavelle, 1986; Hu et
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al. 1998; Cheng & Wong, 2002; Lagenbach et al., 2002). O aumento do pH, de maneira geral
tendendo a neutralidade (Quadro 4), trata-se de uma regulacdo interna da minhoca, que pode
ser atribuido a excrecdo de NH3z no intestino ou pela excrecdo de CaCO;3; das glandulas
calciferas presentes na faringe quando o solo é ingerido (Kale & Krishnamoorthy, 1980; Lee
1985; Bartz et al., 2010; Hernandez-Castellanos et al., 2010). Para isso, possivelmente, a
minhoca absorveu maior quantidade de Ca (Quadro 3), para produzir CaCOgs e elevar o pH do
coprélito (Quadro 4). Como o extrator KCI 1 mol L™ n&o apresenta propriedades é4cidas e
tamponantes, o Ca?* liberado na forma de carbonato possivelmente n&o foi solubilizado. Ja
em solos com menores teores de Ca** trocavel (abaixo de 5,0 cmol. dm™), Bartz et al. (2010)
observaram incremento do nutriente no coprélito. Na amostra em profundidade no solo
arenoso (RQ), os teores de Ca**+Mg®* aumentaram de 2,00 para 3,87 cmol. kg™ (p<0,05)
(Quadro 4). Esse comportamento pode ser importante em solos mais pobres pela concentracéo
de nutrientes nos coprélitos, o que pode favorecer a absorcdo das raizes que crescem nos
canais deixados pelas minhocas. A P. corethrurus é uma espécie muito bem adaptada a
diferentes manejos em agroecossitemas, tolerante a grandes variacbes de fatores ambientais
e/ou edéficos, entre eles suporta concentracbes muito baixas de nutrientes, matéria organica e
nitrogénio do solo (Fragoso et al., 1999).

N&o houveram diferencas significativas nos teores de nitrogénio total (NT) para a
maioria das amostras (Quadro 4). Mesmo comportamento foi observado por Bartz et al.
(2010). Barois et al. (1999) observaram que as espécies nativas de minhocas possuem maior
capacidade de assimilacdo do N quando comparadas com espécies exdticas, como a P.
corethrurus. No entanto, Hernandez-Castellanos et al. (2010) observaram aumento dos teores
de NT nos coprdlitos da mesma espécie usada no presente estudo e o associou com a acdo dos
nefrideos e a atividade microbiana intensa no intestino das minhocas. Curry & Schmidt
(2007) verificaram que existe assimilicdo preferencial do N da liteira pelas minhocas anécicas
quando comparadas com as espécies endogeicas, € a maioria dos individuos de todos os
grupos ecoldgicos utilizam a liteira, matéria organica da superficie, como fonte de C e N.

Para o carbono organico total (COT) na camada superficial verificou-se efeito positivo
da passagem do solo pelo trato intestinal das minhocas apenas no solo arenoso (RQ) (Quadro
4). Nesse mesmo solo, na camada de 20 a 40 cm, mesmo ingerindo mais materia organica,
devido aos baixos teores naturais, a diferenca ndo foi significativa. Possivelmente, dada a

pobreza do ambiente, as minhocas promoveram a ingestdo seletiva de residuos organicos
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nesse solo. Fato ja observado em estudo no qual a ingestdo de solo e producéo de coprolitos
foi inversamente relacionada ao teor de matéria organica em trés tipos de solos, como uma
forma de compensacdo para o baixo estado nutricional destes ambientes (Hernandez-
Castellanos et al., 2010). Minhocas endogeicas parecem ser capazes de reconhecer

microregides dentro do solo com altos teores de C (Barois et al. 1999).

Quadro 3. Valores de atributos fisicos e quimicos em funcéo da passagem (coproélito) ou ndo
(controle) do solo pelo trato intestinal das minhocas (interacdo dupla solo e coprolito)

Solo® Solo®
RL cX RQ RL cX RQ
Ca (cmol; kg®) Soma de bases (cmol, kg™)
Coprolito 14670 28,93 1,33a 24.71a 40,062 2.74a
Controle 16,93 34,07a 1,40a 23,63b 38,96b 3,18a
CV (%) 7,87 3,71
Avreia total (g kg™) Areia grossa (g kg™)
Coprolito  13415a 69,10a 615,13b 41,10a 29,282 385,26b
Controle  134.93a 64,584 675,632 61,.21a 34,03 503,882
CV (%) 7,25 11,55
Avreia fina (g kg™) Silte (g kg™)
Coprolito 93,062 39,81a 229,862 395,17a 497,14a 222,472
Controle 73,71b 30,56a 171,76b 339,82b 519,91a 148,60b
CV (%) 9,09 8,73
Argila (g kg™ Grau de floculagéo (g kg™
Coprolito  470,68b 433,76a 162,402 745,4b 895,52 628,8b
Controle  52526a 41551a 175,77a 919,1a 925,7a 844,1a
CV (%) 7,37 6,03

WRL — Neossolo litlico; CX — Cambissolo héplico; RQ — Neossolo quatzarénico. Médias seguidas por letras
diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A areia fina e o silte aumentaram nos coprolitos das minhocas (Quadro 3), dados que
ressaltam o efeito de ingestdo seletiva destes organismos. No Neossolo quartzarénico (RQ), as
minhocas ingeriram preferencialmente as particulas de tamanho intermediario, o que resultou
na reducgdo dos teores de areia grossa nos coprolitos. A presenca de gréos de areia facilita a

assimilacdo de nutrientes da matéria organica, no caso de minhocas que comem a liteira,
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provavelmente pelo reforco da funcdo de moagem da moela (Marhan & Scheu, 2005). Este
processo pode também contribuir para a quebra das particulas minerais ingeridas (Suzuki et
al., 2003). No RQ, a reducdo nos teores de areia total foi compensada pelo expressivo
aumento no teor de silte nos coprolitos. A ingestédo seletiva das fracGes de solo também foi
observada por Barois et al. (1993); Bossuyt et al. (2005) e Hernandez-Castellanos et al.
(2010). Devido a menor opcdo de ingestdo de argila no solo mais arenoso, as minhocas

preferiram a ingestdo de areia fina e silte no RQ.

Quadro 4. Valores de atributos quimicos em funcdo da passagem (coprolito) ou nao (controle)
do solo pelo trato intestinal das minhocas (interacdo tripla solo, profundidade e coprélito)

Solo®
RL CX RQ
Profundidade (cm) 0-10 20-40 0-10 20-40 0-10 20-40
Ca®"+Mg?* (cmol. kg™)

Coprolito 25,20a 23,60a 41,07a 38,27a 3,87a 3,87a
Controle 24,00a 22,67a 39,02b 38,00a 4,00a 2,00b
CV (%) 3,74

pH
Coprdlito 6,46a 6,48a 7,02a 7,81a 6,13a 6,43a
Controle 6,14b 6,11b 6,85b 7,64b 5,42b 5,30b
CV (%) 0,96

Nitrogénio total (g kg™)
Coprdlito 4,99a 3,56b 5,07a 2,98b 0,85a 0,73a
Controle 5,04a 4,99a 4,84a 3,66a 0,99a 0,88a
CV (%) 8,20
Carbono organico total (g kg™)
Coprdlito 48,0a 31,6a 58,8b 43,7b 10,7a 41a
Controle 49,8a 29,0b 61,0a 45,2a 8,5b 3,4a
CV (%) 3,52
Argila dispersa em agua (g kg™)

Coprdlito 108,97a 130,75a 74,06a 14,22a 59,22a 59,22a
Controle 29,63b 57,20b 34,28a 28,09a 27,21b 25,23b
CV (%) 22,40

W RL — Neossolo litélico; CX — Cambissolo héplico; RQ — Neossolo quatzarénico. Médias seguidas por letras
diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As minhocas possuem a capacidade de desestruturar os agregados do solo, ao ingeri-
los, e por isso aumentaram a quantidade de argila dispersa em &agua (Quadro 4) e,
consequentemente diminuiram o grau de floculagcdo (Quadro 3). Este é um dos importantes
papeis desempenhado por esses organismos e pode apresentar alguns efeitos negativos no

solo. Quando o agregado € quebrado, as particulas menores formadas tendem a se acumular
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nos macro e microporos do solo, podendo facilitar o processo erosivo. A destruicdo dos
agregados ocorre pela trituragdo do solo na moela e depois, na parte anterior do intestino, pelo
aumento do contetdo de agua e polissacarideos que funcionam como um agente de diluicédo
(Barois et al., 1993). Mesmo com menor importancia, a elevacdo do pH e reducdo no teor de
Ca, em relagdo ao de Mg (Quadros 3 e 4), devem ser considerados no aumento da argila
dispersa em agua nos coprolitos. O Ca, por seu menor raio idnico hidratado, possui maior
poder floculante que o Mg e a elevacdo do pH favorece a formacdo de maior nimero de

cargas negativas nos coldides, levando a dispersdo do solo (Alleoni et al., 2009).

2.4 CONCLUSOES

1. As minhocas aumentaram os teores de P, K* e Mg?* e os valores de pH e CTC total
nos coprolitos em relacdo ao solo natural. Este efeito torna-se ainda mais importante em solos
pobres, facilitando a assimilagéo de nutrientes pelas plantas.

2. No solo mais arenoso (argila < 176 g kg™) ficou mais evidente a ingestao seletiva de
particulas do solo pelos anelideos: aumento nos teores de carbono organico, reducdo nos
teores de areia total (sendo o balango favoravel a ingestdo de areia fina) e aumento nos teores
de silte nos coprdlitos.

3. A Unica mudanca indesejavel foi o aumento da argila dispersa em &gua nos
coproltios, o que pode favorecer a maior erodibilidade dos solos.

2.5 LITERATURA CITADA

ALLEONI, L.R.F.; MELLO, JW.V. & ROCHA, W.S.D. Eletroquimica, adsor¢do e troca
ibnica no solo. In: MELO, V.F. & ALLEONI, L.R.F., eds. Quimica e mineralogia do solo
(Parte 11 — Aplicacdes). Vicosa, MG, Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo, v.2., p. 69-129,
2009.

BAROIS, I. & LAVELLE, P. Changes in respiration rate and some physicochemical
properties of a tropical soil during transit through Pontoscolex corethrurus (Glossoscolecidae,
Oligochaeta). Soil Biol. Biochem. 18:539-541, 1986.

BAROIS, I.; LAVELLE, P.; BROSSARD, M.; TONDOH, J.; MARTINEZ, M.; ROSSI, J,;
SENAPATI, B.; ANGELES, A.; FRAGOSO, C.; JIMENEZ, J.; DECAENS, T.; LATTAUD,
C.; KANONYQO, J.; BLANCHART, E.; CHAPUIS, L.; BROWN, G.G. & MORENO A.G.
Ecology of earthworms species with large enveiromenmental tolerance and or extended
distributions. In: LAVELLE, P.; BRUSSAARD, L. & HENDRIX P., eds. Earthworms
management in tropical agroecosystems. CABI Interntional, Wallingford, UK. p. 57-85, 1999.

18



BAROIS, I.; VILLEMIN, G.; LAVELLE, P. & TOUTAIN, F. Transformation of the soil
structure through Pontoscolex corethrurus (Oligochaeta) intestinal tract. Geoderma, 56: 57-
66, 1993.

BARTZ, M.L.C.; COSTA, A.C.S.; TORMENA, C.A.; SOUZA JUNIOR, I.G. & BROWN,
G.G. Supervivencia, produccion y atributos quimicos de turriculos de lombrices de tierra
producidas em laboratorio en un Latosol rojo distroférrico (Oxisol) bajo en diferentes
sistemas de manejo. Acta Zoologica Mexicana (nueva serie), No. especial 2. 2010, 2010, no
prelo.

BASKER A.; KIRKMAN, J.H. & MACGREGOR, A.N. The availability of potassium in soil:
an incubation experiment. Biol. Fert. Soil, 14: 300-303, 1992.

BOSSUYT, H.; SIX, J.; HENDRIX, P. Protection of soil carbon by microaggregates witihn
earthworm casts. Soil Biol. Bioch., 37: 251-258, 2005.

BOUCHE, M.B. Strategies Lombriciennes. Ecol. Bull., 25: 122-132, 1977.

BROWN, G.G. How do earthworms affect microfloral and faunal community diversity? Plant
and Soil, 170: 209-231, 1995.

BROWN, G.G.; JAMES, S.W.; PASINI, A.; NUNES, D.H.; BENITO, N.; MARTINS, P.T. &
SAUTTER, K.D. Exaotic, peregrine, and invasive earthworms in Brazil: diversity, distribution,
and effects on soils and plants. Caribbean J. Sci., 42: 339-358, 2006.

CHENG, J. & WONG, H.M. Effects of earthworms on Zn fractionation in soils. Biol. Fert.
Soils, 36: 72-78. 2002.

CURRY, J.P. & SCHIMIDT, O. The feeding ecology of earthworms — A review.
Pedobiologia, 50: 463-477, 2007.

DE VLEESCHAUWER, D. & LAL, R. Properties of worm casts under secondary tropical
forest regrowth. Soil Sci., 132: 175-181, 1981.

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA-EMBRAPA. Manual de
métodos de analise de solo. Rio de Janeiro: Embrapa - CNPS, 2 ed., 1997. 209 p.

FRAGOSO, C.; LAVELLE, P.; BLANCHART, E.; SENAPATI, B.; JIMENEZ, J,
MARTINEZ, M.; DECAENS, T. & TONDOH, J. Earthworms communities of tropical
agoecosystems: origin, structure and influence of management practices. In: Lavelle, P.,
Brussaard L. & Hendrix P., eds. Earthworm management in tropical agroecosystems. CABI
Interntional, Wallingford, UK, 1999. p.27-56.

GEISSEN, V.: PENA-PENA, K. & HUERTA, E. Effects of different land use on soil

chemical properties, decomposition rate and earthworm communities in tropical México.
Pedobiologia, 53: 75-86, 2009.

19



HAMOUI, V. Life-cycle and growth of Pontoscolex corethrurus (Mller, 1857) (Oligochaeta,
Glossoscolescidae) in the laboratory. R. Ecol. Biol. Sol, 28: 469-478, 1991.

HERNANDEZ-CASTELLANOS, B.; BAROIS, I.; BROWN, G.G. & GARCIA-PEREZ, J.A.
Modificaciones quimicas inducidas por dos espécies de lombrices gedfagas em suelos de
Veracruz, México. Acta Zoologica Mexicana (nueva serie), No. especial 2. 2010, 2010, no
prelo.

HU, F.; WU, X.Q.; LI, H.X.; WU, S.M. Effects of earthworms and ants on the properties of a
red soil. In: Research on the red soil ecosystem. China Agricultural Science and Technology
Publishing House, Beijing. p. 276-285, 1998.

JACKSON, M.L. Andlisis quimico de suelos. 2.ed. Barcelona, Ediciones Omega, 1970. p.
254-267.

JOUQUET, P.; LAGERLOF, D.J.; LAVELLE, P. & LEPAGE, M. Soil invertebrates as
ecosystem engineers: Intended and accidental effects on soil and feedback loops. Applied Soil
Ecology, 32: 153-164, 2006.

KALE, R.D. & KRISHNAMOORTHY R.V. The calcium content of the body tissues and
castings of earthworm Pontoscolex corethrurus. Pedobiologia, 20: 309-315, 1980.

KUMMER, L. Mineralogia e fracionamento de metais pesados em solos de area de mineragédo
e processamento de Pb, Adriandpolis-PR. Curitiba, Universidade Federal do Parana, 2008.
140p. (Dissertacdo de Mestrado).

LAGENBACH, T.; INACIO, M.V.S.; AQUINO, A.M. & BRUNNINGER, B. Influéncia da
minhoca Pontoscolex corethrurus na distribuicdo do acaricida dicofol em um argissolo. Pesq.
Agropec. Bras., 37: 1663-1668, 2002.

LAVELLE, P. & SPAIN, A.\. Soil Ecology, ed 2. Amsterdam, Kluwer Scientific
Publications, 2006.

LEE, K. E. Earthworms: their ecology and relationships with soils and land use. London:
Academic, 1985. 411 p.

MARHAN, S. & SCHEU, S. Effects of sand and litter availability on organic matter
decomposition in soil and in casts of Lumbricus terrestris L. Geoderma, 128: 155-166, 2005.

ROSSI, J.P. The spatiotemporal pattern of a tropical earthworm species assemblage and its
relationship with soil structure. Pedobiologia, 47: 497-503, 2003.

SAS Institute. Statistical Analysis System. SAS/STAT use’s guide (Version 6.0) 3.ed. Carry,
1990. 705p.

SUZUKI, Y.; MATSUBARA, T. & HOSHINO, M. Breakdown of mineral grains by
earthworms and beetle larvae. Geoderma, 112: 131-142, 2003.

20



CAPITULO 3 - MUDANCAS NAS FORMAS DE CHUMBO E MANGANES COM A
PASSAGEM DO SOLO ATRAVES DO TRATO INTESTINAL DE PONTOSCOLEX
CORETHRURUS (OLIGOCHAETA: ANNELIDA)

RESUMO

Atividades de mineracdo e industrializacdo de metais pesados representam perigosas fontes
poluidoras do meio ambiente. Nessas condic¢des, animais edaficos, como as minhocas, podem ser
usadas como bioindicadores da contaminacéo do solo e sdo faceis de serem coletadas. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito da passagem de solos, de area de mineracdo e metalurgia de
chumbo, pelo trato intestinal de minhocas (Pontoscolex corethrurus) sobre as formas de metais
pesados (transformacdo das formas labeis em formas mais estaveis), utilizando a técnica de
extracdo sequencial. Foram coletados cinco solos, em duas profundidades, no municipio de
Adriandpolis, PR. As minhocas foram incubadas (quatro meses) e os teores de Pb e Mn foram
determinados no solo natural ou controle e nos coprolitos: teores totais e teores em extragdes
seqlienciais de vérias fases - solivel — trocavel — associado aos carbonatos — ligado
especificamente & matéria organica — ligado especificamente aos 6xidos de Fe, Al e Mn
de baixa cristalinidade — ligado especificamente aos aluminossilicatos de baixa
cristalinidade — residual. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e as médias
foram comparadas pelo Teste Tukey (p< 0,05). Houve baixa seletividade do extrator acetato de
Na (associados a carbonatos), que também extraiu Pb e Mn ligados a matéria organica,
dificultando a avaliagéo do efeito da passagem do solo pelo trato intestinal das minhocas sobre
essa forma de metais. Os anelideos reduziram a quantidade de Pb nas fracGes solUvel e trocavel
do solo, consideradas mais biodisponiveis ambientalmente. Houve incremento de Pb na forma de
oxidos de Fe, Al e Mn de baixa cristalinidade nos coprdlitos (adsorcédo especifica), que seria
desejavel em estudos de remediacdo. Os teores totais de Mn foram pouco influenciados pela
atividade de mineracdo e metalurgia na area. As minhocas produziram casulos apenas no solo
referéncia (sob mata nativa e distante das atividades de metalurgia de Pb) e absorveram maior
guantidade de Pb em seus tecidos no solo mais contaminado e naquele mais arenoso e com
menor CTC.

Termos de indexagdo: minhocas, coprolito, contaminagéo do solo, extracao sequencial de metais
pesados.

SUMMARY: CHANGES IN FORMS OF LEAD AND MANGANESE WITH
PASSAGE OF SOIL THROUGH THE PONTOSCOLEX CORETHRURUS’
INTESTINAL TRACT (OLIGOCHAETA: ANNELIDA)

Mining and industrialization of heavy metals pose dangerous sources of pollution to the
environment, especially with regard to the addition of metals to organisms living in the soil.
Worms can be used as bioindicators of soil contamination, they are easy to be collected and their
addition in the soil is economically viable. The objective of this study was to evaluate the effect of
the passage of soil, mining and metallurgy of lead through the intestinal tract of earthworms
(Pontoscolex corethrurus, the transformation of labile forms to more stable forms, using the
sequential extraction technique. We collected five soils in the municipality of Adrian6polis-PR.
The earthworms were incubated and analysis were performed on natural soil or control and the
earthworm. We analyzed the Pb and Mn. The results were submitted to variance analysis using
the software SAS and means were compared by Tukey Test (p <0.05). There was a low
selectivity extractor acetate which also drew in Pb and Mn associated with organic matter,
making it difficult to evaluate the effect of soil passage through the intestinal tract of
earthworms on this form of metal. The earthworms were able to reduce the amounts of Pb in
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soluble and exchangeable soil, the most environmentally bioavailable. There was an increase of
Pb in the form of Fe, Al and Mn oxides in the amorphous coprolites (specific adsorption). The
total contents of Mn were little influenced by the activity of mining and metallurgy in the area.
The worms produced cocoons only in the reference soil and adsorbed larger amount of Pb in
their tissues in the contaminated soil and than in sandier ones containing less CEC.

Index terms: earthworms, soil contamination, sequential extraction.
3.1 INTRODUCAO

Atualmente, as atividades de mineracdo e industrializacdo de metais pesados
representam perigosas fontes poluidoras do meio ambiente, principalmente no que diz
respeito & contaminagdo dos organismos que vivem no solo. Dentre estes, as minhocas
merecem destaque pelo papel que desempenham com o revolvimento do solo, transformacéo
da matéria organica e ciclagem de nutrientes.

Grande parte dos metais pesados lancados no meio ambiente sdo depositados na
camada superficial do solo e se ligam, principalmente, & matéria organica (Welch & Lund,
1989; Kabata Pendias & Pendias, 2001; Zhang et al., 2005). Estas liga¢Oes tendem a reduzir a
mobilidade e a biodisponibilidade desses compostos no ambiente, mas, por outro lado, podem
ser absorvidos pelas minhocas na ingestdo de solo e degradacdo da matéria organica. Os
efeitos da contaminacdo por esses poluentes nos organismos do solo, relacionados com os
processos de decomposicdo da matéria organica, se estendem por varios anos (Lukkari et al.,
2004).

A contaminacdo de solos por metais pesados é geralmente medida pelo teor total desses
poluentes (Allen, 2002). Apesar de ser um indicador util do nivel geral de contaminagéo do
solo, teores totais, ndo correspondem ao metal biodisponivel e, assim, a real toxidade do
poluente aos organismos e ao potencial de contaminacdo das aguas superficiais e subterraneas
(Ure et al., 1993; Alloway, 1995; Lukkari et al., 2004). A distribuicdo dos metais nos diversos
sitios de adsorcdo das particulas reativas do solo pode ser usada para estimar a sua
biodisponibilidade ou predizer contaminagdo ambiental (Bosso & Enzweiler, 2008; Casali et
al., 2008). Este tipo de estudo pode ser realizado com o uso da técnica de extracdo sequencial,
também chamada de fracionamento quimico de metais (Tessier et al., 1979; Shuman, 1979;
Sposito et al., 1982; Mattiazzo et al., 2001). A extragdo sequencial permite obter informacoes
mais detalhadas sobre a origem, o modo de ocorréncia, disponibilidade bioldgica e fisico-

quimica, mobilizacdo e transporte dos metais em ambientes naturais (Tessier et al., 1979).
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Na extracdo sequencial, a mesma amostra é tratada com uma sucesséo de reagentes,
chamados extratores, com a intencdo especifica de dissolver suas diferentes fases e assim
caracterizar concentragcdes de metais pesados em cada fracdo (Pickering, 1981; Lima et al.,
2001). Cada extrator sequencialmente adicionado tem uma acdo quimica mais dréstica e de
diferente natureza que a anterior (Lima et al., 2001; Nachitigall et al., 2007). A progressao
tem inicio utilizando-se um extrator fraco, como &gua, e termina com um extrator forte, como
um 4acido concentrado (Kotas & Stasicka, 2000). O tempo de extracdo e a relacdo solo-
solucdo permitem solubilizar a fracdo especifica do elemento da fase sélida, minimizando a
interferéncia nas demais fragdes (Casali et al., 2008). A selecdo de esquema de especiagéo
adequado para cada probleméatica ambiental constitui, na atualidade, um dos temas
fundamentais de estudo neste campo da especiacao analitica.

A macrofauna invertebrada do solo desempenha papel chave no funcionamento do
ecossistema, pois ocupa diversos niveis tréficos dentro da cadeia alimentar do solo e afeta a
producdo priméaria de maneira direta e indireta. Altera, por exemplo, as populac@es e atividade
de microrganismos responsaveis pelos processos de mineralizacdo e humificacdo da matéria
organica (Decdens et al., 2003). Diferentes categorias ecoldgicas de minhocas ingerem varias
fracbes bioldgicas de solo, entre elas a liteira, microrganismos, himus, além das fragdes
minerais (argila, silte, areia fina) e residuos vegetais (Ernst et al., 2008).

Os anelideos podem ser expostos pelo contato dermal direto aos metais pesados
presentes na solucdo do solo ou pela ingestdo da agua presente nos poros, particulas de solo
e/ou alimentos contaminados (Lanno et al.,, 2004). Dados na literatura indicam que as
concentracOes de metais soltveis sdo os melhores indicadores da contaminacdo de metais em
minhocas (Spurgeon & Hopkin, 1996; Peijnenburg et al., 1999).

Minhocas podem ser usadas como bioindicadores da contaminacdo do solo, ja que séo
relativamente faceis de serem coletadas (Bustos-Obregon & Goicochea, 2002). Além de
terem efeitos fundamentais na estrutura do solo, na fertilidade e no crescimento de plantas,
ainda influenciam a mobilidade de metais no solo atraves de suas atividades de escavacédo e
alimentacdo. A mistura e quebra dos agregados do solo, materiais himicos e detritos no
intestino das minhocas aumentam a imobilizacdo dos metais (Wong & Ma, 2008). Baseado na
sua importancia ecologica e continua exposicdo ao solo, a resposta das minhocas ao longo
prazo de contaminagdo por metais pesados poderia fornecer importantes informacdes para a

avaliacdo de risco de contaminagdo ambiental (Lukkari et al., 2004).
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Portanto, o presente trabalho foi realizado para avaliar o efeito da passagem de solo de
area de mineracdo e metalurgia de Pb pelo trato intestinal de minhocas (Pontoscolex
corethrurus) sobre as formas de Pb e Zn (transformacdo das formas labeis em formas mais

estaveis), utilizando a técnica de extracdo sequencial.

3.2 MATERIAIS E METODOS

Area de estudo e coleta de amostras de solo

O estudo foi desenvolvido a partir de cinco perfis de solos de diferentes locais dentro
de uma éarea de mineracdo e metalurgia de Pb (Figura 1 e Quadro 1), no municipio de
Adrianodpolis (PR), Regido Metropolitana de Curitiba, vale do rio Ribeira, divisa com o0 estado
de Sdo Paulo. Ap6s 50 anos de atividades de mineracdo e metalurgia de primeira fuséo de Pb,
a partir de veios de galena (PbS), em 1995, a mineradora encerrou suas atividades deixando a
céu aberto, sem nenhuma protecdo, cerca de 177 Gg de residuos de beneficiamento (Eysink,
1988; Cassiano, 2001).

i Legenda

@® Pontos de Amostragem
A Fébrica desativada

7EE500 7258500 N

S

400 0 400 800 Meters

I " NOTA: linha fina preta: compartimentos

geomorfoldgicos; linha preta mais espessa:
area de maior impacto das atividades de
mineracdo e metalurgia do Pb; pontos em
preto: locais selecionados para coleta de
solo.

Base cartografica: Carta de Apiai, IBGE, Secretaria de Planejamento da Presidéncia da Republica.
Sistema de Projecéo: Universal Transversa de Mercator. Datum: SAD-69.

Figura 1. Foto aérea georeferenciada com os compartimentos geomorfoldgicos, a localizagdo da
fabrica desativada e os solos amostrados.
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Na area foi evidente a grande degradacdo do ambiente, com ocorréncia de intenso
processo erosivo, facilitado pelo relevo acidentado, com extensas areas onde as escorias e 0S
rejeitos solidos foram espalhados sobre o solo, grande nimero de bocas de tuneis de
mineracdo e estradas abandonadas, antes usadas para o transporte de minérios. A fabrica
desativada encontrava-se em avangado processo de sucateamento, com grande ocorréncia de
residuos sélidos, liquidos e particulados (poeiras) oriundos do processo industrial. O risco de
contaminacdo ambiental da area é potencializado pela proximidade desses rejeitos com o leito
do rio Ribeira (Figura 1).

A quadricula de Adrianépolis apresenta geologia complexa, com as seguintes
formagOes e litologias, em ordem decrescente de ocorréncia (Oliveira et al., 2002): 1)
complexos granitdides (Trés Corregos e Cunhaporanga); 2) dolomitos e carbonatos com baixo
grau metamorfico; 3) rochas vulcano-sedimentar, com dominio de rochas psamo-peliticas; 4)
carbonatos e rochas psamo-peliticas; 5) gnaisses variados, Xistos e quartzitos de baixo a
médio grau metamorfico e; 6) metabrechas, metaconglomerados e metapelitos.

No Quadro 2 sdo apresentadas as caracteristicas quimicas e texturais do solo e
mineralogia da argila realizadas por Kummer (2008), que coletou amostras nos mesmos

pontos do presente estudo.
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Quadro 1. Localizacdo, classificagao dos solos e caracteristicas dos locais de amostragem identificadas a campo

UTM (22J)
N-S (m) E-W (m) Observacdes
Solo Latitude  Longitude  Altitude (m)
1 7267313S 711502 W 546 Neossolo Solo de referéncia sob mata nativa. Gragas a grande distancia (1.560 m) altitude do
Litolico local em relacdo a fabrica (diferenca de cota de 380 m), ndo havia evidéncias da
influéncia direta das atividades de mineracdo no solo. Material de origem: rochas
carbonaticas/complexos granitdides.
2 7268164 711513 326 Cambissolo Posicdo intermediaria da encosta, com evidéncia de deposi¢ao de collvio mais rejeitos
Héplico da metalurgia vindo das partes mais altas. Cobertura vegetal composta por grama
batatais (Paspalum notatum) na maior parte da sua extensdo. Material de origem:
rochas carbonaticas/complexos granitéides.
3 7268555 711287 165 Neossolo Proximo a fabrica (Figura 1), com os horizontes do solo preservados e sem
Litélico incorporacdo de rejeitos sélidos da metalurgia. Perfil na base da encosta. Solo com
potencial (proximidade da fabrica e localizado no sentido de caminhamento dos
ventos) de adi¢do de Pb particulado, por meio da emissdo de fumaca pelas chaminés.
Cobertura vegetal composta por arvores da familia das leguminosas (Leucaena sp.)
Material de origem: rochas carbonaticas/complexos granitéides.
6 7268671 711572 202 Neossolo Idem solo 3, exceto pelo material de origem que é quartzito e pela cobertura vegetal:
Quartizarénico  mata secundaria e samambaias (Pteridium aquilinum).
8 7268701 711331 157 Neossolo Faixa entre a fabrica e o rio Ribeira e relevo praticamente plano. Solo com potencial
Flavico de contaminacdo pela passagem da &gua pluvial pela fabrica, que escorre em

direcdo ao rio Ribeira. Pouca cobertura vegetal (algumas plantas da familia das
Poaceae). Material de origem: sedimentos arenosos (fluviais).

W residuo de mineracdo e metalurgia de chumbo intimamente misturados ao solo; devido a falta de horizontes pedogenéticos, ndo foi possivel classificar os perfis de solos.
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Quad(rlc)) 2. Andlises quimicas e textural da TFSA e mineraldgicas da fracdo argila das amostras dos
solos

Amostra ﬁ;') pCHTY(?O CO  Areia Amgila Ct Gb Hm Gt Amorfo ES EHE
cmol,dm®  gdm?® g kg

1(0-10cm) 6,7 31,7 45,0 162 477 537 36 20 8 56 ng nq
1(20-40cm) ¢ g 31,2 269 170 516 53 33 19 4 50 ng nq
2 (0-10 cm) 6,6 347 377 98 441 439 51 10 21 58 ng  nq
2(20-40cm) 77 30,5 19,0 89 440 442 40 11 32 45 ng  nq
3(0-10cm) 6,9 29,2 456 204 434 534 44 14 12 54 ng -
3(20-40cm)  gg 28,9 37,7 188 424 519 41 22 18 26 ng -
6 (0-10 cm) 4,9 75 118 730 124 526 21 0 41 58 - -
6(20-40cm) 46 35 6.3 777 64 494 24 0 41 75 - -
8 (0-10 cm) 8.3 133 20,8 586 149 502 32 0 39 72 ng  nq
8 (20-40 cm) 8,2 21,9 178 353 318 538 22 8 35 80 ng  ng

W o - carbono organico; Ct — caulinita; Gb — gibbsita; Hm — hematita; Gt — goethita; Material amorfo - extragdo com
oxalato de aménio 0,2 mol L™; ES — esmectita; EHE - EHE - esmectita com hidroxi-Al entrecamadas. nq - mineral
apenas identificado por DRX (analise qualitativa). - auséncia de reflexdo por DRX.

Fonte: Modificado de Kummer (2008).

Montagem e conduc¢do do experimento

Coletou-se cerca de 10 kg de cada solo, nas profundidades de 0 a 10 e de 20 a 40 cm. O solo
foi seco ao ar, macerado e passado em peneiras de malha de 2 mm para obtencédo da terra fina seca
ao ar (TFSA).

As minhocas (Pontoscolex corethrurus) foram coletadas na Fazenda Experimental do
Canguiri, da Universidade Federal do Parana, em Pinhais (PR), Regido Metropolitana de Curitiba.
Foram coletados cerca de 220 exemplares da espécie, sendo que 150 foram imediatamente
utilizados no experimento e o restante foi incubado em bandeja com solo para reposi¢do das
minhocas mortas durante o experimento.

As unidades experimentais foram constituidas por um recipiente plastico com tampa, com
aproximadamente 300 cm® de solo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
trés repeticdes: 5 solos x 2 profundidades x 2 densidades populacionais de minhocas (com e sem
minhocas) X 3 repeticdes, totalizando 60 unidades experimentais. A TFSA foi depositada no
recipiente plastico, colocando-se uma fina camada de solo de aproximadamente 1,5 cm de
espessura, para facilitar o recolhimento dos coprolitos na superficie.

O expurgo do solo original, para garantir a limpeza do trato intestinal dos anelideos e para
ndo contaminar o solo das unidades experimentais, foi realizado em duas etapas: i) minhocas
adultas, identificadas pelo clitelo, foram colocadas em recipiente plastico revestido com papel

toalha umedecido. Os anelideos ficaram nesta condicdo por cerca de dois dias; ii) as minhocas
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foram colocadas nas devidas unidades experimentais (cinco individuos por recipientes) e as duas
primeiras coletas de coprolitos foram descartadas.

O solo foi irrigado com 70% da sua capacidade de campo (umidade que foi mantida durante
todo o experimento) e os anelideos permaneceram em local escuro e em temperatura ambiente. As
coletas de coprélitos foram realizadas na superficie do solo, a cada dois dias, com o auxilio de uma
pinca. Em seguida, as amostras foram secas em estufa por 48 h a 40 °C e armazenadas para a
realizacdo das analises. Os coprolitos foram facilmente identificados porque eram mais alongados,
compactos e apresentavam a superficie externa lisa quando comparados aos agregados do solo
natural, menores que 2 mm. Nos coprolitos havia sempre uma diferenca de contraste entre a
superficie externa e o material interno, que tinha a mesma coloracdo do solo natural como
observado por Barois et al. (1993). Os casulos produzidos na superficie dos solos também foram
coletados.

As minhocas foram mantidas nessas condi¢Bes até a obtencdo de quantidade suficiente de
coprolitos para as anéalises fisicas e quimicas: periodo de incubagdo proximo a 4 meses (de margo a
julho de 2008). As minhocas que morreram durante a conducgdo do experimento foram repostas por
minhocas vivas que passaram pelo mesmo processo de expurgo do solo solo original.

Ao final, o experimento foi desmontado e as amostras de solo que n&o receberam as
minhocas (30 unidades) foram secas por 48 h a 40 °C e passadas em peneira de 2 mm (Terra Fina
Seca em Estufa - TFSE) (amostras controle). Ja o solo do restante das unidades experimentais (30
unidades) foi descartado, pois nessa condicdo consideraram-se apenas 0s coprolitos previamente
coletados e secos em estufa, que também foram moidos e passados em peneiras de 2 mm.

As minhocas sobreviventes foram quantificadas e novamente colocadas em potes plasticos
com tampa e papéis Umidos por cerca de dois dias, para 0 expurgo do intestino. Em seguida, 0s
anelideos foram mortos em solucdo de agua e alcool, secos a 105 °C por 24 h, pesados e moidos
para determinacdo dos teores de metais pesados nos tecidos. Nesta etapa consideraram-se apenas as

minhocas que estavam vivas ao final do experimento.

Anélises de Pb e Mn

Os teores de metais pesados, em diferentes formas, foram determinados nas amostras de solo
(TFSE), em suas duas formas (controle ou sem minhoca e coprolitos).

Teores totais de Pb e Mn no solo e nos tecidos das minhocas

A digestdo das amostras de TFSE foi realizada em forno de microondas (Milestone Ethos
Plus), colocando-se aproximadamente 0,2 g de amostra, na presenca de 4 mL de HNOs, 3 mL de

HF concentrados e 1 mL de H,0, 30% (v/v) (Lim & Jackson, 1986, com modificacGes). Os frascos
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foram submetidos a aquecimento por 10 min a uma poténcia de 1.000 W até atingir a temperatura
de 200£2 °C, a qual foi mantida por mais 20 min. Ap6s 30 min de resfriamento das amostras no
interior do aparelho, a suspensdo foi filtrada para separar possivel material residual refratario (p.ex.
Oxidos de titanio). Aferiu-se a massa do extrato para aproximadamente 15 g com agua deionizada.
O volume foi determinado com base na massa e densidade do liquido. Os teores de Pb e Mn foram
determinados nos extratos por espectroscopia de emissdo atbmica com plasma acoplado
indutivamente (ICP-AES). No momento da leitura dos extratos que utilizaram HF na extracéo,
adicionou-se acido borico para eliminar o excesso deste acido, etapa obrigatoria caso a deteccao
seja feita por alguma fonte de plasma, uma vez que o tubo de quartzo, onde é gerada a tocha, é
extremamente sensivel ao HF. Para determinacdo dos teores de Pb e Mn nos tecidos das minhocas
seguiram-se as mesmas condi¢fes de aguecimento, coleta de extrato e leitura dos metais pesados,
digerindo-se 0,2 g de amostra seca a 105 °C por 24 h e moida, com 25 mL de HNO;z concentrado.

Fracionamento de Pb e Mn nos diferentes constituintes do solo

Os procedimentos adotados para a extracdo sequencial estdo apresentados, resumidamente,
no Quadro 3. A extracdo sequencial foi baseada no método descrito por Mann e Ritchie (1993) e
Gomes et al. (1997).

Apos cada extragdo, os metais foram determinados conforme ja descrito anteriormente (ICP-
AES). Outros procedimentos comuns as extragdes seqlienciais foram: a) a massa das amostras foi
tomada em balanca de precisdo com quatro digitos; b) antes das pesagens, para a obtencdo da massa
seca inicial (antes da extracdo) e da massa final (apds a extracdo), as amostras foram secas em
estufa a 40 °C por 12 h. O controle de reducdo de massa nas extracdes, que normalmente nio é
considerado nos estudos de extracdo sequencial (Tessier et al., 1979; Sposito et al., 1982; Miller et
al., 1986), é importante para estimativa correta dos teores de Pb e Mn nas etapas sequenciais.
Tomando apenas a massa inicial de todo o procedimento (1 g), Kummer (2008) observou que 0s
teores de Pb foram subestimados em até 13% na etapa de remocdo de carbonatos; ¢) durante as
extragdes e lavagens da amostra, a suspensdo foi centrifugada a 3500 rpm por 10 min; d) lavagens
do residuo da extracéo (exceto a fracdo solivel) com 10 mL de solugdo de (NH,),CO3 0,5 mol L™
seguida de 10mL de agua deionizada; e) acidificacdo dos extratos com HNOj3 concentrado (3% de
acido) para evitar a sua deteriorizacdo; f) extratos estocados em frascos de polietileno, para evitar a

adsorcdo dos metais as paredes dos frascos, como alertado por Kim e Hill (1993).

29



Quadro 3. Procedimento da extragdo sequencial para determinacao das formas de metais no solo

Solo:Solug&o®

Fragao™ Extrator Condicdes de Extracao
i @m) A
Solavel H,O destilada e deionizada 1:10 Agitagdo por 39 min; centrifugagdo;
lavagem do residuo
Trocavel Ba(NOs), 0,5 mol L™ 1:10 Agitagao por 1h; centrifugagao;
lavagem do residuo
Acetato de sodio . Agitacdo por 5h; centrifugacéo;
Carbonatos 1,0mol L*apH5 110 lavagem do residuo
- A Hipoclorito de Sddio _ Banho-maria a 90°C por 30 min;
Matéria Organica 1 1:6 . .. P
) 0,7 mol L centrifugacdo; lavagem do residuo
Oxidos de Fe, Al e Mn C,HgN,0, 0,2 mol L™ + C,H,0, 1:20 Agitacao por 4h no escuro;
de baixa cristalinidade 0,2 mol L™ + C¢HgOg 0,1 mol L ) Centrifugacdo; lavagem do residuo
P T A )
Al_ummc_)ssn_lcgtos de NaOH 1,25 mol L™ 1:20 Banh_o maria g 75°C por 1h; )
baixa cristalinidade centrifugacdo; lavagem do residuo
. HF conc + HNO; conc + . ] ~ . o
Residual H,0, 30% 0,2:8 Digestdo em microondas a 200°C

W Fracéo solavel; Fracdo trocavel; Fracdo associada aos carbonatos; Fracdo organica; Fracdo de metais ocluidos ou
fortemente adsorvidos nos Oxidos de Fe, Al e Mn de baixa cristalinidade; Fracdo de metais ocluidos ou fortemente
adsorvidos aos aluminossilicatos de baixa cristalinidade; Fracdo residual. ® Da etapa de carbonatos até
aluminossilicatos a massa do residuo foi inferior a 1g devido a remogdo de amostra com a respectiva extracdo, o que
tornou a relagéo solo:solu¢do um pouco mais ampla.

Os detalhes metodoldgicos da analise sequiencial sdo apresentados a seguir:

Fracdo soluvel: aliquotas de aproximadamente 1g de TFSE foram colocadas em tubos de
centrifuga com capacidade de 100 mL. Em seguida, foram transferidos 10 mL de &gua destilada e
deionizada em cada tubo e procedeu-se agitagcdo em agitador horizontal a 180 rpm por 30 minutos.

Fracdo trocavel: 10 mL de solugdo de Ba(NOs), 0,3 mol L™ foi adicionado a cada tubo
contendo o residuo da etapa anterior e procedeu-se agitacdo em agitador horizontal a 180 rpm por
60 minutos.

Fracéo ligada aos carbonatos: 10 mL de solucdo de acetato de sodio 1,0 mol L™, pH 5
(ajustado com acido acético), foram adicionados ao residuo da extracdo anterior, que foi
ressuspendido, e procedeu-se agitacdo em agitador horizontal a 180 rpm por 5 horas.

Fracdo ligada & matéria organica: 6 mL de solucdo de hipoclorito de sédio 0,7 mol L™
foram adicionados ao tubo de centrifuga e o residuo foi ressuspendido e levado a banho-maria a
90°C por 30 min.

Fracdo ligada aos 6xidos de Fe, Al e Mn de baixa cristalinidade: ao tubo de centrifuga
contendo o residuo da extracdo anterior foram adicionados 20 mL de solucdo mista de oxalato de
amonio 0,2 mol L™ + 4c.oxalico 0,2 mol L™ + 4c. ascérbico 0,1 mol L. O material sofreu agitagdo

em agitador horizontal a 180 rpm durante 4 horas.

30



Fracdo ligada aos aluminossilicatos de baixa cristalinidade: ao mesmo tubo de centrifuga
da etapa anterior foram adicionados 20 mL de NaOH 1,25 mol L™. O material foi levado a banho-
maria a 75°C por 60 minutos.

Fracdo residual: em vasos de Teflon, foram colocados 0,2 g do residuo da extracdo
anterior, 3 mL de HF concentrado, 4 mL de HNO3 concentrado e 1 mL de H,0, (30%). O vaso foi

fechado e o material foi digerido em equipamento de microondas conforme descrito anteriormente.

Analise estatistica
Consideraram-se 0s tratamentos como dispostos em delineamentos inteiramente
casualizados, com trés repeticdes. Os resultados foram submetidos a anélise de varidncia usando o

“software” SAS (1990) e as médias foram comparadas pelo Teste Tukey (p< 0,05).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Chumbo

Os maiores teores totais de Pb foram observados no solo 3 (Quadro 4), com acréscimo de
concentracdo em profundidade, atribuidos a grande proximidade com a antiga fabrica (Figura 1). Os
materiais particulados resultantes das chaminés depositaram neste local grande quantidade de Pb,
pois as particulas emitidas tendem a cair proximas a fonte de emissdo. As atividades de mineracéo e
de processamento de minérios sulfetados de Pb produzem, além de rejeitos e escéria de forno,
emissdes gasosas contendo SO, e CO e poeiras contendo particulas com 20 a 65% de Pb (Burgess,
1995). O acréscimo no teor de Pb em profundidade também foi em funcédo da coleta do solo ter sido
realizada em um barranco (corte de estrada), onde a deposicdo atmosférica também ocorreu
lateralmente. Nos solos 1, 2 e 6 0s maiores teores totais de Pb na superficie sdo atribuidos a sua
forte interacdo aos coldides organicos do solo (Sauvé, 2002; Lukkari et al., 2004).

Com excec¢édo do solo 1, considerado referéncia dos teores naturais de metais pesados na
area, o solo 6 apresentou 0s menores teores de Pb (Quadro 4), o que pode ser atribuido ao elevado
teor de areia (Unico solo formado de quartzito) e pequena quantidade de carbono organico, o que
determinou baixos valores de CTC (Quadro 2). Geralmente a mobilidade dos metais € maior em
solos arenosos, acidos e com baixa CTC ou estado de oxida¢do mais elevado (Ross, 1994).

O solo 8, mesmo de textura arenosa/média (Quadro 2) acumulou grande quantidade de Pb
(Quadro 4). Possivelmente a agua pluvial que passa pela fabrica e pelo solo 8 e desagua no rio
Ribeira, apresentava alto teor do metal. Em estudo preliminar (dados ndo publicados), o teor de Pb

total dos residuos na forma de p6 no pétio da fabrica desativada foi da ordem de 200.000 mg kg™.
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N&o houve efeito da passagem do solo pelo trato intestinal das minhocas nos teores totais de

Pb. Contudo, esse efeito foi observado nas fracdes de Pb determinados na analise sequencial. O Pb

solavel no solo 3 foi menor na presenca das minhocas (Quadro 5). A fracdo sollvel é a que melhor

descreve a bioacumulacdo de metais em minhocas (Spurgeon & Hopkin, 1996; Peijnenburg et al.,

1999; Vijver et al., 2003; Hobbelen et al., 2006), o que sugere a absorcdo e acumulo dessa forma do

metal no tecido desses animais.

Quadro 4. Teores totais médios (amostras de coprolito e controle) de Pb e Mn das amostras de

solos
Pb Mn
Profundidade (cm) Profundidade (cm)
Solo 0-10 20-40
mg kg
1 252,3aB  52,1aC 2077,5aA 1811,1bA
2 4277,8aA 3084,1bB 2079,5aA 1918,1aA
3 4377,9bA 9716,1aA 894,4bB  1084,6aB
6 481,8aB  190,6aC 331,3aC  249,0aD
8 3637,0aA 3984,4aB 840,6aB  828,2aC
CV (%) 26,0 12,5

Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras mindsculas

correspondem as linhas e maidsculas as colunas.
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Quadro 5. Teores de Pb nas diferentes fragdes da extracdo seqiiencial das amostras de solos

Fracio®
Pb Sol® Pb Troc Pb Carb Pb MO Pb Ox. Amorfo Pb Aluminos Pb Res
Prof. (cm) Copr. Contr. Copr. Contr. Copr. Contr. Copr. Contr. Copr. Contr. Copr. Contr. Copr. Contr.
mg kg™

Solo 1

0-10 0.0aB 0.0aB 0,8aA  0,0aA 94,8aA 82,1aA 0,0aA  0,0aA 164,8aA 79,4bA 130,9aA 177,1aA 126,1aA 23,53A
20-40 ' ' 0,0aA 0,0aA 26,8aA 22,3aA  0,0eA  0,0aA 113,2aA 0,0bB  54,2aA  59,6aA  33,4aA 3,6aA
Solo 2

0-10 0.0aB 0.0aB 2,9aA  0,0aA 1751,0aA 1958,7aA 89,1aA 78,4aA 276,1aA 144,4bA 266,2bB 1926,7aA 1450,4aA 1503,2aA
20-40 ' ' 0,0aA  0,0aA 906,5aB 862,2aB 2,6aB  6,3aB 288,2aA 74,5bB 1908,9aA 2146,0aA 1239,6aA 1038,6aB
Solo 3

0-10 8.2bA 25.7aA 57,7bB 142,4aA 3028,6bB 3684,8aB 52,7bB 94,3aB 277,2aA 73,8bA 1918,7bB 3444,9aA 1336,9aB 1344,3aB
20-40 ' ’ 145,6aA 111,5bB 5583,5aA 5324,9aA 197,1bA 288,9aA 234,9aA 48,3bA 6926,6aA 1118,8bB 2615,2aA 2901,3aA
Solo 6

0-10 0.0aB 0.0aB 32,2bA 63,8aA 300,7aA 248,5aA 0,0aA  0,0aA 228,6aA 759bA 206,6aA 221,7aA 654aA  47,8aA
20-40 ' ' 14,5aA 34,2aB  859aA  659aA  0,0aA  0,0aA 153,9aB 122,8aA 23,1aA  34,6aA  23,8aA  28,0aA
Solo 8

0-10 05aB 27aB 0,2aA  0,9aA 2332,4aA 23435aA 0,0aA  0,0aA 167,3aA 179aA 932,1aA 844,6aA 323, 7bA 1707,1aA
20-40 ' ’ 0,0aA  0,8aA 2311,2aA 2457,4aA 0,0aA  0,0aA 179,2aA 201,1aA 954,1aA 1096,2aA 473,0aA 580,1aB
CV (%) 74,1 54,8 10,8 24,1 21,2 16,4 21,1

Wph sol - Pb solavel; Pb troc - Pb trocavel; Pb carb — Pb associado aos carbonatos; Pb MO - Pb ligado & matéria organica; Pb Ox. Amorfo - Pb ocluido ou fortemente
adsorvido nos oxidos de Fe, Al e Mn de baixa cristalinidade; Pb Aluminos - Pb ocluido ou fortemente adsorvido nos aluminossilicatos de baixa cristalinidade; Pb res. — Pb
residual. @Para o Pb sol(vel ndo houve efeito da profundidade sobre os teores de Pb (apresentagdo dos valores médios no perfil). Médias seguidas por letras diferentes
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras mindsculas correspondem as linhas (comparacdo apenas das médias para a mesma forma de Pb — coprdlito
e controle) e mailsculas as colunas (comparagdes entre profundidade para mesmo ponto de amostragem, com excecdo da fracdo Pb sol, em que a comparagdo é entre 0s

pontos de amostragem).
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Em ambas as profundidades no solo 6 e na amostra coletada de 0-10 cm no solo 3 os teores
de Pb trocavel também reduziram no coproélito (Quadro 5). Esse efeito € desejavel em termos
ambientais, pois as fragdes soltvel e trocavel de metais pesados sdo mais biodisponiveis e de maior
potencial de contaminacdo das aguas subterraneas por lixiviagdo. Mesmo com menores teores totais
(Quadro 4), a participacdo das formas trocaveis no Pb total foi mais expressiva nas amostras
controles do solo 6 (Quadro 6), resultado de seus menores teores de argila e matéria orgéanica
(Quadro 2). Com a ingestdo do solo pelas minhocas, a participacdo dos teores trocaveis no Pb total
reduziram de 14,3 para 4,6% na amostra de 0-10 cm e de 10,6 a 4,4% de 20 a 40 cm (Quadro 6).
Como né&o houve efeito dos organismos sobre o0s teores totais de Pb, esse comportamento evidencia

a transformacédo do elemento para formas mais estaveis.

Quadro 6. Contribuicdo percentual das extracdes seqiienciais em relacdo ao Pb total dos solos

Fracio®™
Prof. Ox.
Solos (cm) Minhoca  Sol Troc Carb MO amorfo Aluminos.  Res
%
1 0-10  Contr. 0,0 0,0 24,2 0,0 27,2 38,8 9,9
1 0-10  Copr. 0,0 0,6 31,5 0,0 334 8,9 25,7
1 20-40  Contr. 0,0 0,0 22,5 0,0 0,0 67,6 9,9
1 20-40  Copr. 0,0 0,0 11,4 0,0 49,6 25,7 13,3
2 0-10  Contr. 0,0 0,0 35,6 1,6 18 23,4 37,6
2 0-10  Copr. 0,0 0,1 46,5 3,0 75 73 35,6
2 20-40  Contr. 0,0 0,0 26,8 0,5 2,1 52,0 18,6
2 20-40  Copr. 0,0 0,0 25,2 0,2 6,8 41,3 26,5
3 0-10  Contr. 0,3 1,8 41,5 1,0 0,8 40,5 14,1
3 0-10  Copr. 0,0 0,5 50,4 0,9 4,3 24,5 19,4
3 20-40  Contr. 0,4 1,1 55,7 3,0 0,4 10,5 28,9
3 20-40  Copr. 0,1 0,5 36,6 1,2 15 43,7 16,4
6 0-10  Contr. 0,0 14,3 40,7 0,0 10,6 27,2 7,2
6 0-10  Copr. 0,0 4,6 31,8 0,0 41,2 15,9 6,5
6 20-40  Contr. 0,0 10,6 19,9 0,0 46,7 91 13,7
6 20-40  Copr. 0,0 4,4 34,7 0,0 39,9 17,8 3,2
8 0-10  Contr. 0,1 0,0 50,3 0,0 3,9 15,2 30,5
8 0-10  Copr. 0,0 0,0 65,0 0,0 4,3 23,7 6,9
8 20-40  Contr. 0,1 0,0 61,3 0,0 3,5 25,9 9,2
8 20-40  Copr. 0,0 0,0 63,6 0,0 4,6 23,1 8,7

Dpb sol - Pb soltvel; Pb troc - Pb trocavel; Pb carb — Pb associado aos carbonatos; Pb MO — Pb ligado a matéria
organica; Pb Ox. Amorfo - Pb ocluido ou fortemente adsorvido nos 6xidos de Fe, Al e Mn de baixa cristalinidade; Pb
Aluminos — Pb ocluido ou fortemente adsorvido nos aluminossilicatos de baixa cristalinidade; Pb res. — Pb residual.

O Pb trocavel no solo 6 foi estabilizado por adsorcdo especifica (esfera interna) aos 6xidos
de Fe, Al e Mn de baixa cristalinidade: maiores teores de Pb-Oxido Amorfo nas amostras de
coprolitos (Quadro 5). A solugdo de acetato de Na apresentou baixa seletividade as formas

precipitadas com carbonatos e promoveu também a extracdo de formas de Pb ligados a matéria
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organica; apenas nos solos 2 e 3 identificou-se Pb na fracdo organica (Quadro 5). Apesar das
enumeradas vantagens para 0 processo de extracOes seqiienciais, 0 Seu emprego apresenta
problemas na interpretacdo dos dados quando o objetivo € obter previsfes exatas sobre 0s possiveis
processos de mobilizacdo dos elementos (Lima et al., 2001). Podem ocorrer problemas de baixa
seletividade dos extratores (Shan & Chen, 1993; Shiowatana et al., 2001), redistribuicdo dos metais
durante os processos de extracdo (Tu et al., 1994; Rakasasalaya et al., 1996) e dependéncia dos
resultados das condi¢des operacionais (Sahuquillo et al., 1999). O acido acético usado para ajustar o
pH da solucdo em 5,0 (Pb carbonato) dissolve hidroxidos e carbonatos de baixa cristalinidade e
também pode extrair metais pesados adsorvidos especificamente & matéria organica (Stover, 1976;
Amaral Sobrinho et al., 2009).

No solo 6 os valores de pH do coprélito foram significativamente superiores (p<0,05) ao
solo controle, com elevacdo de 5,42 para 6,13 de 0-10 cm e de 5,30 a 6,43 de 20-40 cm (Quadro 4 —
Capitulo 2), o que favoreceu a precipitacdo de Pb na forma de carbonatos. Mesmo a diferenca ndo
sendo significativa, os teores de Pb carbonato foram superiores nos coprélitos (Quadro 5). Esse
efeito também foi verificado nas amostras dos solos 1 e 2, as quais também apresentaram elevacéo
significativa nos valores de pH com a passagem do solo pelo trato intestinal das minhocas. Acima
de pH 6,36 tem-se o predominio do ion HCOj3 sobre o H,CO; (Lindsay, 2001; Mello & Perez,
2009), o que favorece a formacdo de precipitado Pb(HCOs),’ e de complexo soltvel (PbHCO3)*
(Amaral Sobrinho et al., 2009).

No solo 8, onde os valores naturais de pH eram acima de 8,0 (Quadro 2), os teores de Pb
carbonato ficaram muito préximos nos coprolitos e no controle (Quadro 5). Devido a esses elevados
valores de pH nesse perfil, a participacdo da forma Pb carbonato nos teores totais de Pb foi
expressiva e variou de 50 a 65% (Quadro 6).

Devido aos altos teores de Pb no solo, mesmo com a possivel interferéncia da solucdo de
acetato de Na a pH 5,0 (Pb carbonato) na fase ligada a matéria organica, verificou-se reducao
significativa nos teores de Pb MO nos coprélitos do solo 3 (Quadro 5). Possivelmente, a digestdo de
compostos organicos no trato digestivo solubilizou formas de Pb anteriormente associadas a matéria
organica. O acréscimo de agua e polissacarideos livres (muco intestinal) no tubo digestivo favorece
a multiplicacdo de microrganismos do solo ingerido, que por meio da producdo de enzimas,
promoveram a degradacdo da matéria organica (Barois et al., 1993). Estagios iniciais de degradacéo
da matéria orgéanica ja seriam suficientes para liberar grande quantidade de Pb adsorvido
especificamente. Ao final, o Pb solubilizado da matéria organica, possivelmente, foi readsorvido em
formas ainda mais estiveis, como nos Oxidos de Fe, Al, Mn e aluminossilicatos de baixa

cristalinidade, reduzindo a extragcdo com hipoclorito de Na (Pb MO).
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O efeito mais expressivo e consistente foi o incremento de Pb na forma de 6xidos de Fe, Al
e Mn de baixa cristalinidade (extragdo com solugdo mista de oxalato de amoénio, acido oxalico e
acido ascorbico) nas amostras de coprolitos (Quadro 5). Como resultado, verificou-se maior
participacdo da forma Pb-Oxido Amorfo nos teores totais do elemento (Quadro 6). Apenas no solo
8 e na amostra de 20-40 cm do ponto 6 ndo houve efeito nessa forma de Pb pela passagem do solo
pelo trato digestivo das minhocas (Quadro 5). A adi¢do de agua, producdo de muco intestinal e
intensa atividade bioldgica deve ter causado alta demanda de oxigénio, o que favoreceu a reducgéo
do Fe** para Fe?* e formacdo dos compostos amorfos nos solos ingeridos. Os teores de materiais
amorfos (6x. de Fe, Al e Mn) extraidos com oxalato de amdnio 0,2 mol L™ na fracéo argila foram
baixos e oscilaram de 26 a 80 g kg™ (Quadro 2), o que evidencia a alta reatividade dessa fracdo
coloidal nos solos (alta area superficial especifica e CTC). Normalmente, essa adsorcdo € de
natureza especifica (complexos de esfera interna), o que tornou essas formas de Pb resistentes a
extracdo com Ba(NOs), (Pb trocével). Possivelmente, a falta de efeito no solo 8 pode ser atribuido
aos maiores valores de pH (acima de 8,0) e grande estabilizacdo de Pb na forma de carbonatos.

Lagenbach et al. (2002), inoculando a P. corethrurus em um Argissolo por 112 dias,
verificaram que os teores de Fe foram até cinco vezes maiores na presenca das minhocas do que no
solo controle. Bartz et al. (2010) trabalharam com a mesma espécie de anelideo e também
observaram incremento nos teores de Fe amorfo nos coprolitos em relacdo ao solo controle e
atribuiram a transformacao do Fe disponivel (Mehlich 1) em 6xidos de Fe amorfos e livres. Oyedele
et al. (2006) observaram que os coprolitos das minhocas possuiam teores mais elevados de 6xidos
de Fe e Al pouco cristalinos, quando comparados ao horizonte A e B do solo. Esses autores
atribuiam a conversdo das fragdes mais cristalinas as formas amorfas mais ativas ao processo de
moagem e mistura na moela das particulas de solo ingeridas pela minhoca.

Apbs as extracBes prévias, as formas mais resistentes e estaveis ambientalmente
(normalmente na estrutura de minerais e coldides organicos) foram removidas com a digestdo do
residuo com HF concentrado (Pb residual). De modo geral, ndo se verificou efeito das minhocas
sobre essa forma de Pb (Quadro 5). As menores participacdes da forma Pb residual nos teores totais
do metal foram observadas para o solo 6 (Quadro 6), que apresentou 0s menores teores de argila
(Quadro 2).

Manganés

Os teores totais de Mn variaram de 249,0 a 2079,5 mg kg™ (Quadro 4), resultado dos

materiais de origem e textura dos solos. Melo (1998) também encontrou grande varia¢do nos teores
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totais de Mn (27,9 a 1220,3 mg kg™), em que os solos mais pobres eram originados de sedimentos
do Grupo Barreiras e 0s mais ricos de rochas bésicas.

Os teores totais de Mn foram pouco influenciados pela atividade de mineracdo e metalurgia
na area (altos teores no solo 1 - referéncia), sendo a ocorréncia do elemento relacionada,
principalmente, a 6xidos pedogenéticos na fracdo argila, como minerais amorfos e cristalinos de Mn
(pirolusita, ramsdellita, nsutita, entre outros) (Kampf et al., 2009).

Na extracdo sequencial, os teores de Mn solavel ficaram abaixo do nivel de deteccdo do
método analitico (ICP — AES) em todas as amostras, razdo da omissao desses dados no Quadro 7.
Por se tratar de um nutriente essencial as plantas e animais, a absor¢cdo de Mn pelas minhocas
promoveu a reducdo em seus teores trocaveis nos coprolitos de 20-40 cm nos solos 1 e 3.

Como verificado para o Pb, devido aos altos valores de pH do solo 8, observaram-se altos
teores de Mn na extracdo com acetato de Na (Quadro 7); cerca de 50% dos teores totais do elemento

estava associado aos carbonatos (Quadro 8).

Quadro 7. Teores de Mn nas diferentes fraces da extracdo sequencial das amostras de solos

Fracio®™

Mn Troc Mn Carb® Mn MO Mn Ox. Amorfo®  Mnaluminos  Mn Res®

Prof. (cm)  Copr. Contr. Copr. Contr. Copr. Contr. Copr. Contr.
mg kg

Solo 1
0-10 176,2aB 185,6aB 222,80B 0,0aA 0,0aA 2027.8aA 2205,0bA 0,0bB 11,2aA 489,30A
20-40  206,7bA 290,6aA 135,7pB 0,0aA 0,0aA 13,7aA 9,1aA 460,860B
Solo 2
0-10 46,5aA  46,6aA 122,30C 6,8aA 5,0aA 23739aB 1664.9bB 0,0aA 0,9aB 580,40A
20-40 0,0aB  0,0aB 58,5pC 0,0aB 0,0aA 0,0bA 6,7aA  922,2BA
Solo 3
0-10 64,1aA 56,7aA 80,960D 0,0aB 0,0aB 2145.9aB 1501808 0,0aA 0,0aA 224,96B
20-40 30,9bB  63,3aA 132,3pB 21,4bA 38,53A 0,0aA 0,0aA 247,36C
Solo 6
0-10 86,6aA 71,2aA 11,80E 0,0aA 0,0aA 702.8aC  472.2aC 0,0aA 0,0aA  0,00C
20-40 64,0aB  46,7bB 0,00D 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,00D
Solo 8
0-10 0,0aA  0,0aA 470,80A 0,0aA 0,0aA 467.9aC  341.6aC 0,0aA 0,0aA 202,76B
20-40 0,0aA  0,0aA 479,40A 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 233,30C
CV (%) 14,2 14,2 97,0 14,5 156,9 31,2

WMn troc - Mn trocavel; Mn carb — Mn associado aos carbonatos; Mn MO - Mn ligado & matéria organica; Mn Ox.
Amorfo - Mn ocluido ou fortemente adsorvido nos 6xidos de Fe, Al e Mn de baixa cristalinidade; Mn Aluminos - Mn
ocluido ou fortemente adsorvido nos aluminossilicatos de baixa cristalinidade; Mn res. — Mn residual. ®Para o Mn carb
e Mn res ndao houve efeito da ingestdo do solo pelas minhocas (apresentacdo dos valores médios de coproélito e
controle). ®Para o Mn 6x. amorfo ndo houve efeito da profundidade sobre os teores de Mn (apresentacio dos valores
médios no perfil). Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Letras mindsculas correspondem as linhas (comparagdo apenas das médias para a mesma forma de Mn — coprolito e
controle) e maidsculas as colunas (Mn troc, Mn MO e Mn aluminos comparagfes entre profundidade para 0 mesmo
ponto de amostragem; Mn dx. amorfo comparagdes entre 0s pontos de amostragem; Mn carb e res: A, B. C, D e E -
comparagOes nas profundidades de 0-10 ou 20-40 cm entre os pontos de amostragem. ® ¢ f — comparagdes entre
profundidades para 0 mesmo ponto de amostragem).
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Quadro 8. Contribuicdo percentual das extracdes seqiienciais em relacdo ao Mn total dos solos

Fracao®
Prof. Ox.
Solos (cm) Minhoca  Sol Troc Carb MO  Amorfo Aluminos  Res
%
1 0-10  Contr. 0,0 71 9,0 0,0 71,6 0,3 12,0
1 0-10  Copr. 0,0 52 6,2 0,0 76,3 0,0 12,4
1 20-40  Contr. 0,0 9,7 4,5 0,0 71,6 0,2 14,0
1 20-40  Copr. 0,0 53 4,3 0,0 77,1 0,4 12,9
2 0-10  Contr. 0,0 1,9 4,3 0,1 79,3 0,0 14,4
2 0-10  Copr. 0,0 1,6 4,0 0,1 77,3 0,0 17,0
2 20-40  Contr. 0,0 0,0 2,5 0,0 58,3 0,4 38,8
2 20-40  Copr. 0,0 0,0 2,4 0,0 68,2 0,0 29,5
3 0-10  Contr. 0,0 2,4 4,1 0,0 82,6 0,0 10,9
3 0-10  Copr. 0,0 1,7 4,1 0,0 87,1 0,0 7,1
3 20-40 Contr. 0,0 3,4 6,0 2,0 75,6 0,0 13,1
3 20-40  Copr. 0,0 2,6 53 0,4 80,9 0,0 10,8
6 0-10  Contr. 0,0 12,3 1,2 0,0 86,5 0,0 0,0
6 0-10  Copr. 0,0 15,0 2,2 0,0 82,8 0,0 0,0
6 20-40  Contr. 0,0 16,3 0,0 0,0 83,7 0,0 0,0
6 20-40  Copr. 0,0 8,9 0,0 0,0 91,1 0,0 0,0
8 0-10  Contr. 0,0 0,0 479 0,0 24,7 0,0 27,4
8 0-10  Copr. 0,0 0,0 53,9 0,0 32,5 0,0 13,6
8 20-40  Contr. 0,0 0,0 52,1 0,0 28,2 0,0 19,7
8 20-40  Copr. 0,0 0,0 47,2 0,0 44,8 0,0 8,1

DMn sol — Mn solvel; Mn troc - Mn trocavel; Mn carb — Mn associado aos carbonatos; Mn MO - Mn ligado a matéria
orgénica; Mn Ox. Amorfo - Mn ocluido ou fortemente adsorvido nos 6xidos de Fe, Al e Mn de baixa cristalinidade;
Mn Aluminos - Mn ocluido ou fortemente adsorvido nos aluminossilicatos de baixa cristalinidade; Mn res. — Mn
residual.

Para a fragdo Mn carbonato e Mn residual ndo se verificou efeito da minhoca sobre os teores
do elemento (Quadro 7). Os baixos teores de Mn ligados aos compostos organicos também podem
ser atribuidos a baixa seletividade do extrator acetato de Na a pH 5,0.

Verificou-se também aumento consistente do Mn associado aos Oxidos de Fe, Al e Mn de
baixa cristalinidade. O poder de complexacdo do &cido organico de baixo peso molecular usado
para determinar essa fase na extracdo sequencial induziu a dissolucao desses 6xidos amorfos, 0 que
resulta na liberacdo direta de Mn. Uma vez que o Mn apresenta menor potencial redox (Mello &
Perez, 2009) em relacdo ao Fe, a sua reducdo pela passagem no trato digestivo € ainda mais
facilitada. Esse mecanismo pode ser, por exemplo, uma adaptacdo das minhocas para absorcao de
Fe e Mn em solos pobres nesses micronutrientes. A maior absorcdo e incorporacdao de Mn nos
tecidos das minhocas foi verificada no solo 6 (Quadro 9), mais pobre nesse elemento. Langenbach
et al. (2002) observaram aumento nos teores de Zn, Mn e Cu disponiveis no solo na presenca da P.
corethrurus, com incremento da ordem de 3, 5 e 4 vezes em relacdo ao solo original,
respectivamente. Com excecéo do solo 8, a participacdo da forma Mn-Oxido Amorfo nos teores

totais do elemento foi muito expressiva, chegando a 91,1% na camada de 20-40 cm no solo 6 nos
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coprolitos (Quadro 8). Os 6xidos de Mn de maior cristalinidade que resistiram a essa extracdo
foram dissolvidos na etapa residual.

Quadro 9. Teores de Pb e Mn nos tecidos das minhocas

Pb Mn
Profundidade (cm) Profundidade (cm)
Solo 0-10 20-40 0-10 20-40
mg kg™

33,9aB  62,2aBCD 3,4aA 23,6aC
788,4aA  617,3aBC  11,5bA 133,1aB
900,6aA  1420,7aA 0,0aA 0,0aC
567,9bA  1956,6aA  70,0bA 444, 1aA
760,7aA  829,6aAB  49,0aA 11,6aC

oo WwWN -

CV (%) 45,2 837

Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras mindsculas
correspondem as linhas e maidsculas as colunas.

Aspectos gerais das minhocas
No solo 3, préximo da chaminé da fabrica (Quadro 1), com os maiores teores de totais de Pb
(Quadro 4), os anelideos apresentaram maior indice de mortalidade, reduzida massa seca das

minhocas (Quadro 10) e sinais visiveis de toxidez, possivelmente por Pb (Figura 2).

Quadro 10. indice de mortalidade e massas viva e seca (média trés repeticdes) das minhocas ao
final do experimento

Massa Minhoca

(g individuo™) Mortalidade
Prof. (cm) Viva Seca (%)
Solo 1
0-10 0,75A
20-40 0,77A 0.11A 0.0C
Solo 2
0-10 0,33A
20-40 0.25A 0,06B 22,8AB
Solo 3
0-10 0,22A
20-40 0.29A 0,05BC 37,3A
Solo 6
0-10 0,60A
! 4 13,1B
20-40 0,29B 0.04C 3.18C
Solo 8
0-10 0,36A
20-40 031A 0,03C 15,1BC
C.V. (%) 9,6 19,7 57,4

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tuckey a 5 % de probabilidade: para
massa viva a comparacgdo deve ser feita entre profundidades para um mesmo solo (interacdo dupla) e para os demais
pardmetros entre solos (interacdo simples).
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Solo 2

Solo 6 Solo 3

Figura 2. Fotos das minhocas ao final do experimento, evidenciando as alteracdes morfolégicas pela
incubagdo com solo 3.

Outros autores também observaram efeitos negativos de solos contaminados por atividades
de mineracdo e metalurgia de metais pesados sobre a morfologia, densidade populacional e
biomassa de minhocas edaficas (Spurgeon & Hopkin, 1999; Lukkari et al., 2004).

No solo 1, tomado como referéncia, as minhocas apresentavam comportamentos comuns a
sua espécie e foi o0 Unico solo em que os anelidios formaram casulos. Estes resultados corroboram
0s obtidos por Barros et al. (2010), que trabalharam com indicadores biolégicos de qualidade de
solos na mesma area, e constataram que 0s grupos de Pseudoescorpiones (considerados bons
biodincadores de qualidade de solos - Yamamoto et al., 1994), Mollusca e Isopoda se mostraram
muito sensiveis aos altos teores de Pb, sendo encontrados apenas no solo 1, sitio que também
apresentou a maior biodiversidade.

Os tecidos das minhocas apresentaram elevados teores de Pb (Quadro 9). No estudo
realizado por Barros et al. (2010) os teores de Pb no grupo Formicidae, de ocorréncia natural na
area, mostraram-se coerentes com a quantidade deste metal nos solos. No presente estudo, a menor
absor¢do de Pb foi no solo 1 (solo referéncia; Quadro 9), distante das fontes de contaminagdo da
industria. Por outro lado, na amostra de 20-40 cm do solo 3, que apresentou 0s maiores teores de Pb

40



total e disponivel (solivel+trocavel) (Quadro 5), o acimulo do metal nos tecidos dos anelideos foi
expressiva (Quadro 9). A toxidez das minhocas por Pb nesse ponto foi tdo intensa que dificultou a
absorcdo de Mn. Em geral, as minhocas sdo acumuladoras de metais do solo, levando a
compartimentalizacdo, armazenamento, ou excrecao desses elementos pelos tecidos mais sensiveis.
Elas, aparentemente, desenvolveram muito bem atividades de resisténcia como trafico especifico,
vias de armazenamento e capacidade de redistribuicdo para regular a concentragdo de metais
pesados nos tecidos, 0 que pode levar ao equilibrio entre a ingestdo e excre¢do (Dallinger, 1993;
Morgan & Morgan, 1999). Esse processo de balanco interno deve funcionar até certo ponto, tendo
em vista que em ambiente muito contaminado, como no solo 3, a toxidez por Pb teve efeitos
visiveis morfoldgicos.

Ernst et al. (2008) mostraram que o0s parametros que mais influenciam na acumulacédo de Pb
nas minhocas foram as concentracfes do metal em diferentes fontes de alimentos (solo, liteira e
raizes) e parametros quimicos do solo (pH e CTC). No solo 6, apesar dos menores teores totais, a
concentracdo de Pb nos tecidos dos anelideos foi alta; o baixo valor de CTC (Quadro 2) e a
ocorréncia de Pb na forma trocavel (Quadro 5) favoreceram o acimulo do metal nos organismos.
Outros autores também observaram que os anelideos conseguem armazenar grande quantidade de

metais pesados nos tecidos (Morgan & Morgan, 1998, 1999; Kizilkaya, 2004).

3.4 CONCLUSOES

1. Houve intensa contaminacdo com Pb em decorréncia das atividades de mineracdo e
metalurgia na area, principalmente nos solos argilosos do entorno da fabrica pela deposicdo de
material particulado das chaminés.

2. O principal problema analitico da extracdo seqlencial foi a baixa seletividade da solu¢édo
de acetato de Na que também extraiu Pb e Mn ligados a matéria organica, dificultando a avaliacdo
do efeito da passagem do solo pelo trato intestinal das minhocas sobre essa forma de metais.

3. As minhocas conseguiram reduzir os teores de Pb disponiveis (fragdes soluvel+trocavel),
principalmente nos solos 3 e 6. Por outro lado, o efeito mais expressivo e consistente foi o
incremento de Pb na forma de éxidos de Fe, Al e Mn de baixa cristalinidade nos coprdlitos,
(adsorcao especifica). Esse comportamento é indicativo do efeito positivo dos anelideos na
estabilizacdo dos metais pesados e de condic¢des transformadoras no intestino.

4. O aumento do pH nos coprolitos favoreceu a precipitacdo do Pb ligados aos carbonatos
(Pb carb). No solo 8, onde o pH natural do solo estava acima de 8,0, a participagéo da forma Pb

carb. nos teores totais de Pb foi mais expressiva e variou de 50 a 65%.
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5. Os teores totais de Mn foram pouco influenciados pela atividade de mineragéo e
metalurgia na &rea, sendo a ocorréncia do elemento relacionada, principalmente, a Oxidos
pedogenéticos na fragcdo argila, como minerais amorfos e cristalinos de Mn. No solo arenoso, com
0s menores teores de Mn, verificou-se maior acimulo do elemento nos tecidos dos anelideos, o0 que
pode ser interpretado como um mecanismo de resisténcia em solos pobres em micronutrientes.

6. As minhocas foram sensiveis aos teores de Pb nos solos, com forte toxidez, alto indice de

mortalidade e baixa massa viva no solo argiloso do entorno da fabrica.
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