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RESUMO

Os residuos gerados em suinoculturas possuem alto potencial poluidor, porém, devido a grande carga organica,
apresenta-se como boa opcao na fertilizagado de solos agricolas. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos
ambientais decorrentes do uso de aguas residuais de suinocultura em diferentes solos usando como bioindicador
minhocas da espécie Eisenia andrei, por meio dos parametros de letalidade, fuga e reproducao. Estudou-se a aplicacao de
agua residual de esterqueira e biodigestor em quatro doses (0, 100, 200 e 300 m? ha') em trés solos: Latossolo Vermelho
distroférrico tipico, Nitossolo Vermelho eutroférrico e Solo Artificial Tropical. Os residuos estudados nao provocaram
qualquer letalidade nem fuga. Nos testes de reproducao, na maioria dos experimentos as parcelas com tratamentos
obtiveram valores médios de juvenis eclodidos acima das parcelas controlo. A aplicagao de d4gua residual de esterqueira
e biodigestor até a dose de 300 m? ha'' ndo afeta negativamente as popula¢des de minhocas nos trés solos analisados.

Palavras-Chave: efluente, Eisenia andrei, latossolo, nitossolo.

ABSTRACT

The waste generated by pig farmings has high toxic potential, however, its high organic load, makes them a good
product for fertilization of agricultural soils. The aim of this work was to study the environmental effects arising from
the use of swine wastewater using as bioindicators earthworms of the species Eisenia andrei through the parameters
of lethality, avoidance and reproduction. We studied the application of biodigester wastewater and manure storage
tanks wastewater in four doses (0, 100, 200 and 300 m? ha?) in three different soils (Oxisol, Kandiudox and Artificial
Tropical Soil). The studied wastes did not cause any lethality or escape. The reproduction test showed, in most of the
experiments that the plots with treated soil had an average number of hatched juveniles above those of control plots.
The application of biodigester wastewater and manure storage tanks wastewater up to the dose of 300 m? ha'' does not
negatively affect earthworm populations in the three soils analyzed.

Keywords: effluent, Eisenia andrei, kandiudox, oxisol.
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INTRODUCAO

A Ecotoxicologia faz uso de uma variedade
de organismos, terrestres e aquaticos, como
plantas, animais e microrganismos, sendo estes
denominados bioindicadores. Na Ecotoxicologia
terrestre, ramo da Ecotoxicologia que se ocupa
de estudos ecotoxicolégicos no ambiente
edafico, muitas vezes sao usados como animais
bioindicadores as minhocas, colémbolos e
enquitreideos.

As minhocas sdao animais quase sempre presentes
nos solos e devido ao seu modo de alimentagao
detritivoro e sua pele fina e imida estao sempre
em contato com os materiais presentes nestes, o
que as torna organismos adequados para testes
ecotoxicologicos (Andréa, 2010). Além do fato
de serem seres de fdcil criagao e reproducgao em
laboratério (ISO, 2008). Assim, em virtude destas
caracteristicas qualquer substancia toxica presente
no solo poderd afetar de algum modo as populagdes
de minhocas (Andréa, 2010).

As espécies Eisenia andrei e Eisenia fetida sao
representantes deste grupo de organismos e
sao usadas internacionalmente como espécies
bioindicadoras em diversos tipos de ensaios
ecotoxicologicos do solo (ISO, 2003), tais como os
protocolos padronizados pela ISO (International
Organization for Standardization), ISO 17512-1 (ISO,
2008), e OECD (Organisation for Economic Co-
Operation and Development), OECD n® 207 (OECD,
1984) e OECD n® 222 (OECD, 2004).

Eisenia andrei e Eisenia fetida tém sido usadas como
bioindicadoras ambientais em solos contaminados
por poluentes organicos persistentes (POP) como
fungicidas (Garcia-Santos e Keller-Forrer, 2011),
inseticidas (Stepic et al., 2013), herbicidas (Zhou et
al., 2013) e também por poluentes inorganicos como
metais pesados (Li et al., 2010), tais como cobre (Li
et al., 2010; Santorufo et al., 2012) e zinco (Li et al.,
2010; Natal-Da-Luz et al., 2011; Santorufo ef al, 2012),
sendo ambos vulgarmente encontrados em aguas
residuais de suinoculturas devido a adi¢ao destes
metais a alimentagdo dos suinos a fim de auxiliar
numa maior conversao alimentar (Marcato e
Lima, 2005). Em outros tipos de contaminagdo
organica as minhocas também sdo usadas como
bioindicadores ambientais, como o uso de residuos
organicos na agricultura oriundos do meio urbano
(Kinney, 2012), da industria (Natal-Da-Luz et al.,
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2011; Singh, 2011), residuos animais de ovinos
(Coulibaly e Zoro Bi, 2010), bovinos (Coulibaly e
Zoro Bi, 2010), suinos (Coulibaly e Zoro Bi, 2010;
Luth et al., 2011; Segat, 2012) e residuos vegetais
como papel , celulose e poda de arvore (Suszek et
al., 2005).

Os trabalhos citados anteriormente nao abordam
especificamente o uso de minhocas como
bioindicadores ambientais quando ¢ utilizada
a agua residual da suinocultura na agricultura,
excecao feita ao trabalho de Segat (2012). Porém,
este trabalho aborda apenas o efluente bruto e
a faixa de estudo limita-se a dose de 100 m3 ha"
nos solos classificados como Argissolo Vermelho
Eutrofico, Latossolo Vermelho Distrofico, Neossolo
Quartzarénico e Solo Artificial Tropical. O trabalho
aqui proposto complementa o estudo de Segat
(2012) ampliando a faixa de 0 a 300 m® ha', em
solos caracteristicos da regido oeste do Parana
(Nitossolo e Latossolo) e duas qualidades de agua
residual da suinocultura, bruta (esterqueira) e
tratada (biodigestor).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar
os efeitos ambientais decorrentes do uso de aguas
residuais da suinocultura em diferentes solos
tendo como bioindicador a minhoca Eisenia andrei,
por meio dos parametros de letalidade, fuga e
reproducao.

MATERIAL E METODOS

Os tratamentos incluiram os solos Latossolo
Vermelho distroférrico tipico (EMBRAPA, 2006),
Nitossolo Vermelho eutroférrico (EMBRAPA,
2006) e Solo Artificial Tropical (Garcia, 2004), dois
tipos de agua residual de suinocultura (ARS)
(esterqueira e biodigestor), e quatro doses 0, 100,
200 e 300 m3 hat (Quadro 1).

A espécie de minhoca utilizada como bioindicador
ambiental nos solos contaminados por ARS foi
Eisenia andrei.

Os solos naturais foram coletados em dreas agricolas
na camada superficial de 0-20 cm, coletando-se o
Latossolo em Cascavel (24° 53’ 59.22” S e 53° 32" 1.57”
W) e o Nitossolo em Toledo (24° 43’ 13.59” S e 53° 46
26.05” W), ambos municipios localizados no Estado
do Parana, Brasil. Todos os solos foram secos a sombra
e em temperatura ambiente visando preservar, tanto
quanto possivel, as caracteristicas originais.



Quadro 1 - Descrigdo dos experimentos realizados e composicdo dos tratamentos

CODIGO DO

EXPERIMENTO TRATAMENTO SOLO DEJETO DOSE (m? ha'!)

LAT/BIO/0O Latossolo Biodigestor 0
1 LAT/BIO/100 Latossolo Biodigestor 100
LAT/BIO LAT/BIO/200 Latossolo Biodigestor 200
LAT/BIO/300 Latossolo Biodigestor 300

LAT/EST/O Latossolo Esterqueira 0
2 LAT/EST/100 Latossolo Esterqueira 100
LAT/EST LAT/EST/200 Latossolo Esterqueira 200
LAT/EST/300 Latossolo Esterqueira 300

NIT/BIO/0 Nitossolo Biodigestor 0
3 NIT/BIO/100 Nitossolo Biodigestor 100
NIT/BIO NIT/BIO/200 Nitossolo Biodigestor 200
NIT/BIO/300 Nitossolo Biodigestor 300

NIT/EST/0 Nitossolo Esterqueira 0
4 NIT/EST/100 Nitossolo Esterqueira 100
NIT/EST NIT/EST/200 Nitossolo Esterqueira 200
NIT/EST/300 Nitossolo Esterqueira 300

SAT/BIO/0O Solo Artificial Tropical Biodigestor 0
5 SAT/BIO/100 Solo Artificial Tropical Biodigestor 100
SAT/BIO SAT/BIO/200 Solo Atrtificial Tropical Biodigestor 200
SAT/BIO/300 Solo Artificial Tropical Biodigestor 300

SAT/EST/O Solo Artificial Tropical Esterqueira 0
6 SAT/EST/100 Solo Artificial Tropical Esterqueira 100
SAT/EST SAT/EST/200 Solo Artificial Tropical Esterqueira 200
SAT/EST/300 Solo Artificial Tropical Esterqueira 300

Tipos de solos: Latossolo Vermelho distroférrico tipico (LAT); Nitossolo Vermelho eutroférrico (NIT); Solo Artificial Tropical (SAT) composto conforme Garcia (2004).

Apds tamisacdao, utilizando malha de 2 mm,
determinou-se a capacidade maxima de retencao
hidrica de cada solo utilizando-se metodologia
proposta por Luchese et al. (2002). Deste modo, a
umidade do solo foi mantida nos niveis de 40 a 50%
da capacidade maxima de retencdo hidrica durante
o periodo de execucdo dos ensaios ecotoxicoldgicos
(ISO, 2003).

A fim de desfaunar convenientemente o solo, as

amostras de solo foram congeladas por um perio-
do de 48 horas e mantidas por mais 48 horas em
temperatura ambiente, repetindo-se este processo
de congelamento e descongelamento trés vezes,
durante 12 dias antes do inicio dos ensaios de la-
boratério (Pesaro et al., 2003).

As minhocas utilizadas nos ensaios de

laboratorio foram obtidas de fornecedor comercial
especializado em minhocas para vermicultura.
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A criagcdo das minhocas foi realizada em caixas
plasticas de 28 L, adicionando como substrato de
criagdo uma mistura constituida de duas partes de
esterco equino curtido, seco e peneirado (2 mm),
uma parte de po de fibra de coco e 10% do peso dos
dois primeiros de areia fina (50-200 um).

O substrato desfaunado foi adicionado as caixas
de criacdo, onde se adicionou &4gua destilada.
Posteriormente, fez-se homogeneizagao da
umidade no substrato, até atingir consisténcia
semelhante ao huamus. As minhocas foram
alimentadas semanalmente com mistura de aveia
em flocos finos e agua deionizada na proporgao 2:1.
O ambiente de criacao das minhocas foi mantido
em temperatura controlada de 20 + 2 °C com
fotoperiodo de 12:12h, luz:escuro.

A ARS utilizada nos experimentos foi coletada em
esterqueira (bruta) e na saida de biodigestor numa
propriedade rural localizada em Toledo-PR (24° 40
57,5” S e 53249” 26,8” W), a qual visa a produgao de
leitdes e utiliza sistema biointegrado de tratamento
de residuos.

A ARS utilizada nos experimentos nao foi a
mesma em funcao de épocas diferentes em que
se realizaram os testes de letalidade, fuga e
reprodugao nos seis experimentos (Quadro 2).

Os testes de letalidade, fuga e reprodugdo foram
executados seguindo os protocolos: OECD n® 207
(OECD, 1984), ISO 17512-1 (ISO, 2008) e OECD n° 222
(OECD, 2004), respectivamente. Os experimentos
foram realizados a temperatura de 20 + 2°C e
iluminacao constante. Dez minhocas adultas
cliteladas com peso entre 250 e 600 mg foram
lavadas, secas e pesadas previamente a insercao
nos solos teste. Também foram aclimatizadas nos
respectivos solos usados nos tratamentos por um
periodo de 24 horas.

No teste de letalidade foram utilizados recipientes
circulares de 1 L aos quais foram adicionados 650 g
de solo seco acrescido dos tratamentos, ajustando-
se a umidade a 40% da capacidade maxima
de retencao hidrica do solo. Semanalmente foi
realizada corre¢ao da umidade com dgua destilada.
Neste teste, nao houve alimentacao dos animais.
A avaliagdo de letalidade foi através da diferenca
entre o numero de individuos inseridos no inicio
do teste e o namero de individuos retirados vivos
ao final de 14 dias.
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No teste de fuga utilizaram-se recipientes
retangulares de 1 L, divididos em duas se¢des por
meio de divisoria plastica inserida verticalmente.
As segOes receberam 500 g de solo seco. Uma
secao recebeu somente solo umedecido com agua
destilada (secao controlo) e a outra recebeu solo
umedecido com ARSnas devidas concentra¢des dos
tratamentos (0, 100, 200 e 300 m?). Nos tratamentos
com dose 0 (parcela controlo) foi inserida somente
agua destilada em ambas as se¢bes. Depois de
constituidas as se¢des retirou-se a divisdria e, no
sulco deixado por esta, inseriram-se as minhocas.
Os experimentos duraram 48 horas e foram
realizados a temperatura de 20 + 2 °C e auséncia de
luminosidade. Nao houve alimentagdo. A avaliagao
de fuga foi feita por cdlculo de percentagem de
fuga, de acordo com equacao 1, a seguir:

F=(C-T)x 100 )
N

em que,
F- percentagem de fuga;

C- ntimero de individuos encontrados no lado
controlo;

T- niimero de individuos encontrados no lado
tratado;

N- niimero total de individuos encontrados em
ambos os lados da caixa (C+T).

No teste de reprodugao utilizaram-se recipientes
circulares de 1 L aos quais foram adicionados
650 g de solo seco acrescido dos tratamentos,
ajustando-se a umidade a 50% da capacidade
maxima de retencdo hidrica. Os experimentos
foram realizados a temperatura de 20 + 2 °C e com
fotoperiodo de 12:12 h, luz:escuro.

Semanalmente foi realizada correcao da umidade
e alimentacdo com trés gramas de aveia para
cada parcela experimental. As minhocas adultas
cliteladas foram adicionadas com quatro meses de
idade. Apos 28 dias de permanéncia nos solos as
minhocas foram retiradas, permanecendo apenas
os casulos. A avaliacao da taxa de reproducao foi
feita por contagem do nimero de juvenis eclodidos
aos 56 dias de teste.

A taxa de mortalidade das minhocas adultas



aos testes de letalidade, fuga e reprodugao

Quadro 2 - Caracterizagao fisico-quimica das aguas residuais de suinocultura utilizadas nos seis experimentos, respectivas

PARAMETROS LETALIDADE FUGA REPRODUCAO
EST BIO EST BIO EST BIO
pH (CaClL)* 7,10 7,70 7,40 7,70 7,20 7,40
CE (uS m™) 3940,00 4280,00 3260,00 4560,00 9871,20 9123,20
COT (mg L) 3446,00 1325,00 3976,00 1326,00 1988,00 3314,00
N TOTAL (mg L") 105,00 651,00 567,00 630,00 833,00 693,00
NOs+NO> (mg L) 2,10 27,30 1,40 1,40 1,40 1,40
N-NH4* (mg L") 25,90 2,10 22,40 30,80 25,90 25,20
P (mgL") 202,00 83,00 139,00 57,00 214,00 124,00
K (mgL") 445,00 484,00 307,00 365,00 432,00 375,00
Ca (mg L") 350,00 203,00 337,00 210,00 382,00 290,00
Mg (mg L) 108,00 57,00 67,00 55,00 90,00 75,00
S (mg L") 54,00 24,00 54,00 17,00 42,00 45,00
Na (mg L) 20,00 21,00 15,00 18,00 17,00 22,00
Cu(mgL") 5,70 1,20 3,50 1,30 3,10 3,50
Mn (mg L) 4,40 1,40 3,90 1,30 4,20 2,20
Zn (mg L) 5,60 4,90 5,50 5,10 5,10 5,00
Fe (mgL) 23,40 6,50 24,80 7,70 6,20 4,10
DQO (mg L) 11747,00 8700,00 10800,00 3652,00 9509,00 3388,00
Turbidez (UNT)** 2921,00 1026,00 4872,00 790,00 1550,00 1314,00
ST (mg L) 9700,00 4400,00 10400,00 4000,00 9100,00 6000,00
SF (mg L) 2900,00 1800,00 3200,00 1900,00 2300,00 1900,00
SV (mg L) 6800,00 2600,00 7200,00 2100,00 6300,00 4100,00
STD (mg L") 3000,00 2727,00 2100,00 1800,00 3733,00 2579,00
SFD (mg L) 1000,00 1111,00 600,00 900,00 1427,00 1032,00
SVD (mg L) 2000,00 1616,00 1500,00 900,00 2306,00 1548,00

Procedimentos de analises de MAPA (2007);

EST: Esterqueira; BIO: Biodigestor; CE: Condutividade Elétrica; COT: Carbono Organico Total; N(total): Nitrogénio Total; NO3+NO2: Nitrato e Nitrito; NH4: Amdnio;
P: Fésforo; K: Potassio; Ca: Calcio; Mg: Magnésio; S: Enxofre; Na: Sodio; Cu: Cobre; Mn: Manganés; Zn: Zinco; Fe: Ferro; DQO: Demanda Quimica de Oxigénio; ST:
Sélidos Totais; SF: Sélidos Fixos; SV: Sélidos Volateis; STD: Sélidos Totais Dissolvidos; SFD: Sélidos Fixos Dissolvidos; SVD: Sélidos Volateis Dissolvidos; Unidades:

*Adimensional, **Unidades Nefelométricas de Turbidez (UNT).

nos testes de letalidade ndo deve exceder 10% do
total de individuos nas parcelas experimentais
tidas como controlo ou testemunha (ARS = 0 m3
ha') (OECD, 1984). O mesmo critério é valido
para o teste de fuga (ISO, 2008) e de reprodugao
(OECD, 2004) nas parcelas experimentais controlo.
Também no teste de reprodugdo o ntimero de
juvenis nas parcelas de controlo deve ser maior
que 30, e o coeficiente de variagao (CV) dos testes
menores que 30% (OECD, 2004). E no teste de fuga
a distribuicdo dos organismos nas parcelas de
controlo deve estar entre 40 a 60%, comprovando
auséncia de preferéncia significativa por um dos
lados do recipiente do teste (ISO, 2008).

Seis experimentos foram realizados, utilizando-
se  delineamento inteiramente casualizado

(DIC), em esquema fatorial 4 x 3 x 2 (quatro
doses, trés solos e dois tipos de agua residual de
suinocultura), com trés repeti¢des nos testes de
letalidade e de fuga, e cinco repeti¢des no teste
de reproducao. Os dados obtidos nos testes de
letalidade e reproducdo foram submetidos ao
teste de normalidade (Teste de Shapiro-Wilk para
p>0,05) e homogeneidade de variancia (Teste de
Levene para p>0,05). Posteriormente, aplicou-se
a Andlise de Variancia Unifatorial (ANOVA one-
way) seguida do teste post-hoc de Dunnett. Os
dados do teste de fuga foram submetidos ao Teste
Exato de Fisher, comparando-se o tratamento
controlo com os demais tratamentos, par a par.
Matrizes de correlacdo de Pearson associadas ao
teste de associagao entre amostras pareadas foram
utilizadas para avaliar as influéncias significativas
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das caracteristicas quimicas (P, S, Mn, Cu, Fe, Zn,
N (total), NH,, NO, + NO, e K), inerentes aos
tipos de solo e niveis e tipos de ARS nos testes de
letalidade, fuga e reproducao. Apenas os resultados
estatisticamente significativos serao apresentados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de letalidade nao demonstrou diferengas
estatisticamente significativas entre os tratamentos
na analise de varidncia e na correlagdo de Pearson.
Ocorreu, em todo o teste, apenas a morte de um
individuo, aos 14 dias, no tratamento NIT/BIO/200.
A sensibilidade inerente ao teste foi baixa devido
ao curto periodo do teste e da baixa toxicidade da
ARS. Observou-se nos seis experimentos que a
ARS, mesmo na maior concentragdo (300 m? hat),
nao apresentou letalidade as minhocas em nenhum
dos trés solos testados. Este resultado isolado,
porém, pode nao refletir com exatidao a toxicidade
de determinada substancia. O teste de letalidade,
por ser ferramenta de andlise inicial em estudos
ecotoxicologicos, carece de complementagao

reproducdo (De Silva e Van Gestel, 2009; Segat,
2012 e Dores-Silva et al., 2013).

O critério de validade do teste de fuga foi alcangado
(ISO, 2008). O teste nao apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos dentro dos
experimentos realizados (p-valores entre 0,35 e 1)
quando submetidos ao Teste Exato de Fisher. Os
resultados indicam, portanto, que nao houve fuga,
ou atracao das minhocas, nos solos contaminados
pela ARS. Também a auséncia de fuga das
minhocas é devido a espécie Eisenia andrei ser
epigéica e possuir preferéncia por solos com alta
quantidade de matéria organica (De Silva e Van
Gestel, 2009). A correlacdo de Pearson realizada
entre os parametros de fuga e os parametros
quimicos (P, S, Mn, Cu, Fe, Zn, N (total), NH,, NO,-
+ NO; e K) do solo e da ARS nao foi significativa.
Corroborando, portanto, com os resultados do
teste de fuga que foram nao significativos.

O teste de reprodugao foi considerado valido, pois
nado houve nenhuma morte e o nimero de juvenis
eclodidos foi maior que 30 nas parcelas controlo
(OECD, 2004). O critério quanto ao coeficiente

por meio de testes sub-letais, como de fuga e de  ge variagdo foi alcangado, excessdo ensaios
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Figura 1 - Nimero de juvenis de Eisenia andrei (média + SD) apds 56 dias de teste de reproducdo em dois solos naturais
(Latossolo Vermelho distroférrico tipico, LAT; Nitossolo Vermelho eutroférrico, NIT) e em um solo artificial tropical
(SAT), na presenca de concentracdes crescentes de agua residuaria de suinocultura de biodigestor (B) e esterqueira
(E). Os valores acima das barras sdo referentes ao coeficiente de variacdo em % de cada tratamento; Asteriscos (*)
indicam diferenca significativa do nimero de juvenis, quando comparado ao respectivo controlo (one-way ANOVA,
Dunnett”s pot-hoc test - p <0.05). Letras mindsculas iguais na parte inferior das barras ndo diferem ao teste de
Dunnett a 5% de significancia para nimero de juvenis de Eisenia andrei.
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Quadro 3 - Correlagdo de Pearson entre reprodugdo (niimero médio de juvenis) e fatores ambientais (pardmetros fisico-

quimicos de ARS)

N° DE NOs~
ENIS P S Mn Cu Fe Zn N(total) NH4 +NO» K
N* DE 1,00 0,23 0,33 0,17 0,34 0,28 0,32 0,29 0,32 0.43* 0,30
JUVENIS ) ) , ) ) ) , ) ) )

* significativo pelo teste de Pearson a 5% de significancia. P: FGsforo; S: Enxofre; Mn: Manganés; Cu: Cobre; Fe: Ferro; Zn: Zinco; N(total): Nitrogénio total;

NH,*: Amdnio; NO,+NO,: Nitrato e Nitrito; K: Potassio

com Nitossolo, que apresentaram coeficientes
de variagdo maiores do que 30% no tratamento
controlo (Figura 1). Sendo assim, este solo nao foi
considerado na discussao do teste de reprodugao.
Ocorreram apenas seis mortes de adultos nos
seis experimentos. As ocorréncias de mortes
foram duas no tratamento LAT/EST/300, duas no
tratamento NIT/BIO/300 e duas no tratamento
NIT/EST/300. Todas ocorridas na dose de 300 m?
ha-. Este resultado indica possivel efeito deletério
ambiental desta dose, ou superior, em solos
agricolas onde existe continua aplica¢do de ARS.

A ANOVA indicou resultados estatisticamente
significativos somente no experimentos LAT/BIO
(Figura 1).

O teste de Dunnett (Figura 1) evidencia que
nos experimentos LAT/BIO os tratamentos com
aplicacao de ARS diferiram do tratamento controlo.

Considerando-se as médias de cada tratamento
(Figura 1), nos seis experimentos, observa-se que
todos os tratamentos com ARS induziram taxa
reprodutiva estatisticamente igual ou maior que
os tratamentos controlo. Este fato pode indicar que
a aplicacao de ARS confere vantagem reprodutiva
para a espécie Eisenia andrei.

Na analise de Pearson (Quadro 3), entre o niimero
de individuos juvenis e parametros quimicos do
solo e ARS, encontrou-se apenas uma correlacdo
significativa e positiva com a quantidade de NO, e
NO,.
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