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ECOTOXICOLOGIA DA AGUA RESIDUARIA DE SUINOCULTURA
USANDO MINHOCAS COMO BIOINDICADORAS

RESUMO

Os residuos gerados pela suinocultura possuem alto potencial poluidor, porém, devido
a grande carga orgénica, apresenta-se como boa opc¢io na fertilizacdo de culturas, contudo
pouco se conhece a respeito dos efeitos sobre a fauna edafica. O objetivo deste trabalho foi
estudar os efeitos ambientais decorrentes do uso de aguas residuarias da suinocultura usando-
se como bioindicadores minhocas da espécie Eisenia andrei, por meio dos parametros de
letalidade, fuga e reproducio. Estudou-se a aplicacdo de agua residuaria de esterqueira e
biodigestor em quatro doses (0, 100, 200 e 300 m’ ha'l) em trés solos (Latossolo Vermelho
Distroférrico tipico, Nitossolo Vermelho Eutroférrico, Solo Artificial Tropical). Os
experimentos foram desenvolvidos no periodo de 17/01/2014 a 07/06/2014. Os dados foram
analisados utilizando-se Analise de Varidncia Unifatorial, Teste de Tukey e matrizes de
correlacdo de Pearson. Nao ocorreram mortes no teste de letalidade e nao ocorreu fuga no
teste de fuga. O teste de reproduciio apresentou relacio positiva entre a quantidade de agua
residuaria aplicada e a quantidade de juvenis eclodidos para a maioria dos experimentos.
Conclui-se que a aplicacdo de agua residuaria de esterqueira e biodigestor até a dose de 300
m’ ha™' nio traz maleficios para as populacoes de minhocas nos trés solos analisados.

Termos de indexacao: solos, efluente, Eisenia andrei, Latossolo, Nitossolo

SUMMARY: ECOTOXICOLOGY OF SWINE WASTEWATER USING EARTHWORMS AS
BIOINDICATORS

The waste generated by the swine have high pollution potential, however, due to high organic
load, is presented as a good option in the fertilization of crops, nevertheless few is known about the
effects on soil fauna. 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, reproduction and escape. We studied the application of biodigester
wastewater and manure storage tanks wastewater in four doses (0, 100, 200 and 300 m® ha™) in
three soils (Oxisol, Kandiudox and Artificial Tropical Soil). The experiments were conducted in the
period from 01/17/2014 to 06/07/2014. Data were analyzed using ANOVA one-way, Tukey test and
Pearson correlation matrices. No deaths occurred in the mortality test and there was no escape in
escape test. The reproduction test showed positive relationship between the amount of wastewater
applied and the number of hatched juveniles to most treatments. It is concluded that the application
of biodigester wastewater and manure storage tanks wastewater to the dose of 300 m* ha™ does not
bring harm to earthworm populations in the three soils analyzed.

Index terms: soils, effluent, Eisenia andrei, Oxisol, Kandiudox
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INTRODUCAO

A humanidade tem requerido cada vez mais recursos no seu processo de desenvolvimento e
gerado quantidades crescentes de residuos oriundos de varios segmentos produtivos. A necessidade,
portanto, de buscar métodos de desenvolvimento sustentavel ¢ gradativamente mais urgente (Breffle
et al,, 2013; Day et al.,, 2014). Neste sentido, ¢ natural o desenvolvimento de métodos de
reaproveitamento de residuos visando agregacdo de valores. Concomitantemente, 0 monitoramento
ambiental ¢ fator obrigatdrio, pois sempre € inerente ao proprio uso de qualquer residuo (Schilling
& Chiang, 2011).

Os residuos oriundos da criagdo de animais, como de suinocultura (Caovilla et al., 2010;
Sampaio et al., 2010), bovinocultura (Ayuke et al., 2011), por serem ricos em nutrientes, sao usados
como biofertilizantes na agricultura. O uso destes residuos na forma liquida induz maior eficiéncia
na disposicdo na superficie do solo. Além de se caracterizar como uma fertirrigacdo, suprindo,
portanto, dgua e nutrientes a agricultura (Caovilla et al.,2010; Sampaio et al., 2010). Entretanto, esta
forma de estado da dgua induz também estudos mais amplos e também com maior profundidade,
pois induz a polui¢do difusa, de dificil detecgdo e controle, quando comparada com a polui¢ao
pontual. Neste sentido, os principais efeitos negativos apontados estdo relacionados a contaminacao
de aguas por nitrogénio e fosforo (Smanhotto et al., 2010) e acimulo de cobre e zinco na superficie
do solo (Dal Bosco et al., 2008 a; Lucas et al., 2013). Efeitos positivos relatados estao relacionados
ao aumento da matéria organica e nutrientes do solo (Assmann et al., 2007; Dal Bosco et al., 2008
b). Ainda ha preocupacdo com o uso de agentes antimicrobianos em larga escala e de forma
indiscriminada, que encontrados nos dejetos, podem levar a resisténcia genética de microrganismos
e se tornarem contaminantes ambientais (Munir et al., 2011; Liu et al., 2013). Na procura de
detectar estes efeitos positivos ou negativos, os trabalhos devem relacionar-se ao solo (Sampaio et
al., 2010), ao lixiviado (Prior et al., 2009; Maggi et al., 2011), ao escoado (Dal Bosco et al., 2008 a;
Doblinski et al., 2010; Wang et al., 2013) e culturas agricolas (Kessler et al., 2013 a; Kessler et al.,
2013 b). Outros poucos estudos, além dos parametros fisicos e quimicos citados anteriormente,
também se direcionam ao estudo da biota edafica (Tessaro et al., 2013; Brooks et al., 2014).

Neste contexto, a Ecotoxicologia (Truhaut, 1977) apresenta-se como importante ferramenta de
analise dos efeitos toxicos de diversas substancias sobre os seres vivos, de maneira geral, dado que
somente o estudo fisico-quimico de diversas substincias ndo ¢ suficiente para fornecer informagdes
sobre o efeito das mesmas nos seres vivos. A Ecotoxicologia faz uso de uma variedade de
organismos como plantas, animais e microrganismos, sendo estes denominados bioindicadores. A

Ecotoxicologia terrestre, ramo da Ecotoxicologia que se ocupa de estudos ecotoxicologicos no
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ambiente edafico, geralmente possui como animais bioindicadores as minhocas, colémbolos e
enquitreideos.

As minhocas s3o animais quase sempre presentes nos solos e devido ao seu modo de alimentagao
detritivoro e sua pele fina e umida estdo sempre em contato com os materiais presentes nos solos.
Isto as tornam organismos ideais para testes ecotoxicoldgicos. Assim, em virtude destas
caracteristicas qualquer substancia toxica presente no solo podera afetar de algum modo as
populagdes de minhocas. Também ressalta o fato de serem seres de facil criagdo e reproducdo. As
espécies Eisenia andrei e Eisenia fetida sdo representantes deste grupo de organismos e sao usadas
internacionalmente como espécies bioindicadoras em diversos tipos de andlises ecotoxicoldgicas do
solo (Andréa, 2010). Estas espécies sao usadas como bioindicadoras ambientais em solos
contaminados por poluentes organicos permanentes como fungicidas (Garcia-Santos & Keller-
Forrer, 2011), inseticidas (Stepi¢, et al., 2013), herbicidas (Zhou et al., 2013) e metais pesados (Li et
al., 2010), como cobre (Li et al., 2010; Natal-da-Luz et al., 2011; Santorufo et al., 2012) e zinco (Li
et al., 2010; Natal-da-Luz et al., 2011; Santorufo et al., 2012), presenca de destaque nas aguas
residuarias da suinocultura. Em contamina¢des de menor risco, as minhocas também s3o usadas
como bioindicadores ambientais, como o uso de residuos organicos na agricultura como oriundos
do meio urbano (Kinney, 2012), da industria (Natal-da-Luz et al., 2011; Singh, 2011), residuos
animais de ovinos (Coulibaly & Zoro Bi, 2010), bovinos (Dominguez et al., 2001; Coulibaly &
Zoro Bi, 2010;), suinos (Coulibaly & Zoro Bi, 2010; Luth el al., 2011; Segat, 2012;) e residuos
vegetais como serragem (Dominguez et al., 2000), papel e celulose e poda de arvore (Dominguez et
al., 2000; Suszek et al., 2005).

O estado da arte apresentado anteriormente nos trabalhos ndo aborda especificamente o uso de
minhocas como bioindicadores ambientais associadas ao uso de agua residudria da suinocultura na
agricultura, excegdo feita ao trabalho de Segat (2012). Porém, este trabalho aborda apenas o
efluente bruto ¢ a faixa de estudo limita-se & dose de 100 m’ ha™ nos solos classificados como
Argissolo Vermelho Eutréfico, Latossolo Vermelho Distréfico, 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 residudria da suinocultura, bruta (esterqueira) e tratada (biodigestor).
Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos ambientais decorrentes do uso de
aguas residudrias da suinocultura tendo como bioindicadoras minhocas da espécie Eisenia andrei,

por meio dos parametros de letalidade, fuga e reproducao.



112

113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125

126

10

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biossistemas Agricolas da Universidade
Estadual do Oeste do Parand, no periodo de 17/01/2014 a 07/06/2014.

O delineamento experimental foi do tipo inteiramente casualizado (DIC), tendo como tratamento
a agua residuaria de suinocultura (ARS), nas doses 0, 100, 200 ¢ 300 m’ ha'l, e trés repetigdes, nos
testes de letalidade e de fuga, e cinco repeticdes no teste de reproducdo. Todos os testes foram
realizados utilizando trés tipos de solo (Solo Artificial Tropical (SAT) (Garcia, 2004); Latossolo
Vermelho Distroférrico tipico (LAT) e Nitossolo Vermelho Eutroférrico (NIT) (EMBRAPA, 2006))
e duas fontes diferentes de ARS, oriunda de Esterqueira (sem tratamento) e Biodigestor (com
tratamento). Totalizando, portanto, seis experimentos (Quadro 1). A espécie de minhoca utilizada

como bioindicadora ambiental nos solos contaminados por ARS foi a Eisenia andrei.

Quadro 1. Descri¢ao dos experimentos realizados e composicio dos tratamentos

EXPERIMENTOS SOLO DEJETO DOSE (m’® ha™") SIGLA

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

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

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

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

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

Solo Artificial Tropical Esterqueira 0 SAT/EST/O
6 Solo Artificial Tropical Esterqueira 100 SAT/EST/100
SAT/EST Solo Artificial Tropical Esterqueira 200 SAT/EST/200
Solo Artificial Tropical Esterqueira 300 SAT/EST/300
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Os substratos para realizacdo dos experimentos foram constituidos de dois solos tipicos da regido
Oeste do Parand, Latossolo Vermelho Distroférrico tipico e Nitossolo Vermelho Eutroférrico
(EMBRAPA, 2006) e também Solo Artificial Tropical (SAT) (Garcia, 2004). O SAT foi utilizado
como substrato padrdo, constituido de 70% de areia industrial (50-200 pum), 20% de argila
caulinitica e 10% de p¢6 de fibra de coco, adaptado do proposto por OECD (1984).

Os solos naturais foram coletados em areas agricultadas, na camada de 0-20 cm, visando
reproduzir as condi¢des reais em areas de plantio direto. A caracterizacdo fisico-quimica destes

solos naturais encontra-se no Quadro 2.

Quadro 2. Caracterizacio fisico-quimica de Latossolo, Nitossolo e Solo Artificial Tropical

PARAMETROS NIT LAT SAT
pH (CaCl,)* 6,00 7,10 6,10
MO (g dm™) 29,00 34,00 39,00
P (mg dm™) 14,90 344,90 208,50
S (mg dm™) 5,00 2,00 11,00
Al (mmolc dm™) 0,00 0,00 0,00
H+Al (mmolc dm™) 59,00 28,00 15,00
Ca (mmolc dm‘3) 59,00 88,00 22,00
Mg (mmolc dm) 21,00 27,00 9,00
K (mmolc dm™) 3,70 4,80 3,80
Na (mmolc dm™) 0,10 0,40 1,30
SB (mmolc dm™) 84,00 121,00 36,00
CTC (mmolc dm™) 143,00 149,00 51,00
V (g dm™) 590,00 810,00 710,00
m (g dm™) 0,00 0,00 0,00
Mn (mg dm™) 84,20 80,80 19,20
Cu (mg dm™) 4,40 4,90 2,40
Fe (mg dm™) 12,00 7,00 118,00
Zn (mg dm™) 9,10 12,30 4,10
B (mg dm™) 0,38 0,34 0,78
N (total) (mg dm™) 2590,00 2590,00 490,00
NH," (mg dm™) 21,00 18,00 102,00
NO;+NO, (mg dm™) 11,00 7,00 102,00
N(inorgénico) (mg dm™) 32,00 25,00 203,00
N(organico) (mg dm™) 2559,00 2566,00 287,00

Procedimentos de analises de Malavolta et al. (1997).

MO: Matéria organica; P: Fosforo; S: Enxofre; Al: Aluminio; H+Al: Acidez potencial; Ca: Calcio; Mg: Magnésio; K: Potassio; Na:
Sodio; SB: Soma de bases trocaveis; CTC: Capacidade de troca de cations; V: Saturagdo por bases; m: Saturagdo por Aluminio; Mn:
Manganés; Cu: Cobre; Fe: Ferro; Zn: Zinco; B: Boro; N(total): Nitrogénio total; NH,": Amoénio; NO;+NO,™: Nitrato e Nitrito;
N(inorganico): Nitrogénio inorganico; N(organico): Nitrogénio organico.

Unidades: *Adimensional.

Os solos foram secados a sombra e em temperatura ambiente. Para tamisagem utilizou-se malha
de 2 mm a fim de separar detritos organicos, agregados de solo e rochas. O pH dos solos nao foi

corrigido. Determinou-se a capacidade maxima de reten¢do hidrica de cada solo utilizando-se
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metodologia proposta por Luchese et al. (2002). Deste modo, a umidade do solo foi mantida nos
niveis de 40 a 50% da capacidade méaxima de retencao hidrica (ISO, 2003).

A fim de assegurar a existéncia somente da espécie desejada de minhoca nos solos, estes foram
submetidos a um processo chamado “desfaunagem”. Todas as amostras de solo que constituiram as
parcelas experimentais foram congeladas por um periodo 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 (Pesaro et al., 2003).

A fim de obter-se quantidade suficiente de minhocas para a realizacdo dos experimentos e
também garantir-se que os individuos a serem utilizados pertenceriam a espécie Eisenia andrei
optou-se pela aquisicdo de minhocas matrizes de fornecedor comercial, solicitando-se certificacao
da espécie das minhocas ( Anexo II).

A criagdo 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 pd de fibra de coco e 10% do peso dos dois primeiros de areia fina (50-200 um). O
substrato de criagdo, assim como os solos utilizados nos testes, foi submetido ao processo de
desfaunagem, descrito anteriormente. O substrato desfaunado foi adicionado as caixas de criagdo,
onde adicionou-se dgua destilada. Posteriormente, fez-se homogeneiza¢do da umidade no substrato,
até atingir consisténcia semelhante ao himus. Apoés o término do preparo do substrato foram
adicionados os individuos da espécie bioindicadora, onde foram alimentados semanalmente com
mistura de aveia em flocos finos e dgua deionizada na propor¢do 2:1. O ambiente de criacdo das
minhocas foi mantido em temperatura controlada de 20 + 2 °C com fotoperiodo de 12h.

A agua residudria de suinocultura (ARS) foi coletada em esterqueira (bruta) e na saida de
biodigestor (tratada) em propriedade rural que dispde de sistema biointegrado de tratamento de
efluentes liquidos da suinocultura (24° 40’ 57,5 S e 53° 49’ 26,8” W), no distrito de Trés Bocas,
Toledo-PR. O sistema de criagdo de suinos adotado visa a producao de leitdes. A ARS utilizada nos
experimentos ndo foi a mesma em fun¢do das épocas diferentes em que se realizaram os testes de
letalidade, fuga e reproducdo nos seis experimentos. No Quadro 3 encontra-se a caracteriza¢ao

destas ARS.
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Quadro 3. Caracterizacio fisico-quimica de aguas residuarias de suinocultura utilizadas nos

seis experimentos, respectivas aos testes de letalidade, fuga e reproducio

. LETALIDADE FUGA REPRODUCAO
PARAMETROS

EST BIO EST BIO EST BIO
pH (CaCl,)* 7,10 7,70 7,40 7,70 7,20 7,40
CE (uSm™) 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
NO;+NO, (mg L) 2,10 27,30 1,40 1,40 1,40 1,40
N- NH," (mgL™) 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(mgL™) 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(mgL™) 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 (mgL™) 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 (mgL™) 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 (mgL™) 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 (mgL™) 6300,00 2600,00 7200,00 2100,00 6800,00 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 Malavolta et al. (1997).

EST: Esterqueira; BIO: Biodigestor; CE: Condutividade Elétrica; COT: Carbono Organico Total; N(total): Nitrogénio Total; NO5
+NO,": Nitrato e Nitrito; NH,": Aménio; P: Fosforo; K: Potéassio; Ca: Calcio; Mg: Magnésio; S: Enxofre; Na: Sédio; Cu: Cobre; Mn:
Manganés; Zn: Zinco; Fe: Ferro; DQO: Demanda Quimica de Oxigénio; ST: Solidos Totais; SF: Sélidos Fixos; SV: Soélidos
Volateis; STD: Solidos Totais Dissolvidos; SFD: Sélidos Fixos Dissolvidos; SVD: So6lidos Volateis Dissolvidos.

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

Trés testes de ecotoxicidade visando avaliar a minhoca como bioindicadora ambiental, quando a
agua residuaria da suinocultura ¢ utilizada em solos agricolas, foram realizados, sendo: letalidade,

fuga e de reprodugao.

Teste de letalidade

O teste de letalidade (toxicidade aguda) foi executado conforme metodologia proposta por
OECD n° 207 (OECD, 1984) utilizando 72 recipientes plasticos circulares de 1 L como parcelas
experimentais (quatro doses de ARS; trés repeticdes; seis experimentos). Em cada recipiente

adicionou-se 650 g de solo seco, juntamente com a respectiva dose de ARS, homogeneizada com
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agua destilada, visando atingir a umidade em torno de 40% da capacidade maxima de retencdo
hidrica do solo.

Os seis experimentos, referentes ao teste de letalidade, foram realizados simultaneamente em
ambiente com temperaturas na faixa de 20 + 2 °C e luminosidade em tempo integral, a fim de inibir
a fuga dos organismos em teste. Diferentemente do sugerido pela norma OECD n° 207 (OECD,
1984), a intensidade luminosa ndo foi regulada entre 400 a 800 lux, pois a ARS nao ¢ um extrato
fotossensivel.

Apo6s sete dias, a partir da introducao de 10 minhocas cliteladas nas parcelas experimentais,
avaliou-se a letalidade e, ao final do teste, aos 14 dias, realizou-se nova avaliacdo. A diferenca entre
individuos inseridos e retirados vivos ap6s o periodo do teste indicou o nivel de letalidade. Durante

a realizacao deste teste nao foi fornecida alimentacao aos animais.

Teste de fuga

O teste de fuga (comportamento) foi realizado de acordo com a metodologia proposta pela ISO
17512-1 (ISO, 2008), em que foram utilizados 72 recipientes plasticos retangulares com area de 200
cm’ e volume de 1 L. Estes recipientes constituiram as parcelas experimentais dos seis experimentos
(trés tipos de solo e dois tipos de ARS), em que foram utilizados os quatro niveis de ARS com trés
repetigoes.

No centro de cada parcela experimental foi inserida uma divisoria plastica, dividindo-a
transversalmente em duas partes iguais, onde se inseriu 500 g de solo seco a cada lado, suficiente
para alcancar entre 5 a 6 cm. Tendo como objetivo manter 40% da capacidade maxima de reten¢ao
hidrica do solo, um dos lados do pote recebeu somente agua destilada. Enquanto que, o outro lado
recebeu o tratamento com respectiva dose de ARS de cada tratamento e agua destilada necessaria a
fim de atingir a condicdo apropriada de umidade.

Posteriormente, apds atingida a umidade desejada em ambos os lados, retirou-se a divisoria
gerando um espaco vazio no solo onde foram adicionados 10 individuos com peso entre 250 e 600
mg.

Os recipientes do teste foram cobertos com tampa perfurada, para permitir aeragdo, e colocadas
em ambiente sem luminosidade, a fim de evitar interferéncias nos dados de fuga, dado que as
minhocas sdo seres fotofobicos. Os recipientes permaneceram em ambiente controlado, com
temperatura de 20 + 2 °C.

A duragdo do teste foi de 48 horas e os individuos permaneceram sem alimentagdo. Apos o teste

a divisoria foi recolocada no meio da caixa ¢ contaram-se os individuos em cada lado. Quando da
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existéncia de individuos no mesmo local da divisoria considerou-se meio individuo para cada lado,
independentemente da por¢do do corpo que tenha ficado para cada lado. Os resultados foram
expressos em porcentagem de fuga, em que foi calculada a porcentagem de individuos que evitaram
o solo contaminado pela ARS.

O calculo para obtengdo da porcentagem de fuga foi realizado em cada recipiente do teste de

acordo com equacao 1, a seguir:

T
x 100

(1)

em que,
F- porcentagem de fuga;

C- numero de individuos encontrados no lado controle;
T- niimero de individuos encontrados no lado tratado;

N- nimero total de individuos colocados no recipiente do teste.

Teste de reproducio

Semelhante aos testes de letalidade e fuga, para o teste de reproducdo (toxicidade cronica) o
ambiente foi mantido em temperatura e luminosidade controladas, na faixa de 20 + 2 °C e com
fotoperiodo de 12h, seguindo protocolo de OECD n° 222 (OECD, 2004).

Nos seis experimentos (trés tipos de solos e dois tipos de ARS) foram utilizados 120 recipientes
plasticos circulares com volume de 1 L, 200 cm?” de 4rea, e tampas perfuradas para fins de aeragdo
em todas as parcelas experimentais. Tendo como tratamento os quatro niveis de ARS e cinco
repeticoes.

Em cada recipiente foram adicionados 650 g de solo desfaunado, dose adequada de ARS e dgua
destilada, formando camada de 5 a 7 cm e com umidade a 50% da capacidade maxima de retencdo
hidrica do solo.

A técnica de homogeneizagao do substrato (solo + ARS + 4gua) foi feita em sacos plésticos por
meio de agitacdo manual do substrato no interior dos sacos para posterior introdugdo nas parcelas
experimentais. Este procedimento reduziu a densidade do solo e evitou interferéncias no processo
reprodutivo das minhocas.

Apo6s constituicdo da parcela experimental, introduziu-se 10 individuos adultos clitelados, com

quatro meses de idade e com 250 a 600 mg de peso. Apos 28 dias de permanéncia os individuos
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adultos foram retirados, permanecendo apenas os casulos. Considerando apenas os casulos, o teste
durou mais 28 dias visando a contagem dos individuos juvenis existentes em cada recipiente. Deste
modo, foi possivel determinar o éxito reprodutivo.

O método de contagem dos juvenis eclodidos deu-se através de catagao manual, a qual foi
realizada colocando-se o solo em uma bandeja e com o auxilio de uma pinga inspecionou-se
cuidadosamente o mesmo retirando-se os individuos encontrados.

Devido a longa duragdo deste teste manteve-se a alimentacdo dos organismos adultos utilizados
com o fornecimento semanal de aveia na quantidade de 3 g por recipiente. Esta mesma quantidade
de alimento foi disposta para eclosdo e manutencdo dos juvenis. Em funcdo da duracdo de 56 dias
de teste, a umidade do solo foi corrigida semanalmente usando o método gravimétrico, monitorando

o peso de cada recipiente.

Critérios de analise dos testes de letalidade, fuga e reproducio

A analise dos trés testes (letalidade, fuga e reproducao) utilizados nos seis experimentos seguiu
normas estabelecidas por OECD (1984), OECD (2004) e ISO (2008).

Conforme protocolo OECD n° 207 (OECD, 1984), a taxa de mortalidade das minhocas adultas
nos testes de letalidade ndo deve exceder 10% do total de individuos nas parcelas experimentais
tidas como controle ou testemunha (ARS = 0 m® ha™"). O mesmo critério é valido para a ISO 17512-
1 (ISO, 2008) com relacdo ao teste de fuga e OECD n° 222 (OECD, 2004) com relacdo ao teste de
toxicidade cronica (reprodugdo). Além disso, segundo OECD (2004), o numero de juvenis nas
parcelas de controle deve ser maior que 30, e o coeficiente de variacao (CV) dos testes menores que
30%.

De acordo com o protocolo ISO 17512-1 (ISO, 2008) a distribui¢do dos organismos nas parcelas
de controle deve estar entre 40 a 60%, comprovando auséncia de preferéncia significativa por um

dos lados do recipiente do teste.

Analise dos dados

Os dados obtidos nos testes de letalidade, fuga e reprodugdo foram submetidos ao teste de
normalidade (Teste de Shapiro-Wilk com p>0,05) e homogeneidade de variancia (Teste de Levene
com p>0,05). Posteriormente, aplicou-se a Analise de Variancia Unifatorial (ANOVA one-way) e

teste post-hoc de Tukey. Matrizes de correlacio de Pearson foram utilizadas para avaliar a
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influéncia das caracteristicas ambientais, provocadas pelos tipos de solo e niveis e tipos de ARS nos

testes de letalidade, fuga e reproducdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Teste de letalidade

O teste de letalidade ndo obteve resultados estatisticamente significativos. Ocorreu, em todo o
teste, apenas a morte de um individuo, aos 14 dias, no tratamento NIT/BIO/200.

De acordo com Abdul Rida & Bouché (1997), os testes de toxicidade aguda compreendem uma
parte muito curta do periodo de vida de animais bioindicadores ambientais. Deste modo, a
sensibilidade inerente ao teste ¢ baixa, ou seja, mortes irdo ocorrer somente com uso de substancias
de alta toxicidade. Por outro lado, as substancias de baixa toxicidade em altas concentragdes podem
induzir também a morte de minhocas. Observou-se nos seis experimentos que a ARS, mesmo na
maior concentracio (300 m® ha™), ndo apresentou letalidade as minhocas. Logo, este resultado
induz a concluir que a aplicagio de ARS em solos agricolas, até o limite de 300 m® ha”, nio
apresenta impacto ambiental negativo, quando se usa minhocas como bioindicadoras ambientais.
Este resultado isolado, porém, pode ndo refletir com exatiddo a toxidez de determinada substancia.
O teste de letalidade por ser uma ferramenta de anélise inicial, em anélises ecotoxicoldgicas, carece
de complementacao, por meio de testes de maior sensibilidade, como de fuga e de reprodugao.

Trabalhos de De Silva & Van Gestel (2009); Segat (2012) e Dores-Silva et al. (2013) também
corroboram a afirmacao de Abdul Rida & Bouché (1997).

Em seu trabalho, Segat (2012), a qual desenvolveu experimentos bastante semelhantes aos
apresentados neste trabalho, obteve mortalidade significativa em apenas um dos quatro solos
testados, tendo ocorrido estas mortes somente em Neossolo Quartzarénico nas trés maiores doses
testadas, 60, 75 ¢ 100 m> ha™'. A autora justifica que isto pode ter ocorrido devido ao fato do
Neossolo Quartzarénico possuir um baixo teor de matéria organica e grande quantidade de areia, o

que tornaria os contaminantes mais disponiveis no ambiente.

Teste de fuga

O critério de validagdo dos resultados estabelece que, para ndo haver fuga, ou atracdo
significativa na fragdo da parcela experimental contaminada pela ARS, a distribui¢do dos
organismos na parcela experimental deve-se encontrar na faixa entre 40 a 60% (ISO, 2008). Os
resultados deste teste de fuga, apresentados no Quadro 4, indicam, portanto, que nao houve fuga, ou

atra¢do, dos solos contaminados pela ARS. Porém, percebe-se nos resultados uma tendéncia das
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minhocas terem uma atracao pela ARS. Comportamento semelhante de atragdo foi encontrado em
trés dos quatro solos com aplicagdo de dejeto suino estudados por Segat (2012), havendo ocorrido
comportamento de fuga somente no Neossolo Quartzarénico. No presente trabalho, apesar de nao
atingir os limites de validagdo do teste (40 a 60%), nimeros negativos mais proximos ao limite
superior de 60% sdo encontrados nos solos contaminados com ARS, exceto para o experimento

SAT/BIO.

Quadro 4. Médias de porcentagem de fuga nos seis experimentos

DOSE LAT NIT SAT
(m® ha™) BIO EST BIO EST BIO EST oV
0 0,00 20,00 36,67 13,33 456,67 20,00 682,56
100 6,67 46,67 3333 0,00 26,67 333 626,11
200 220,00 1333 26,67 40,00 46,67 220,00 367,27
300 20,00 1333 5333 250,00 60,00 46,67 372,19

LAT: Latossolo; NIT: Nitossolo; SAT: Solo Artificial Tropical; BIO: Biodigestor; EST.: Esterqueira; C.V.: Coeficiente de Variagdo.
Valores de média positivos indicam fuga e valores negativos indicam atracdo pelo tratamento.

Neste teste a auséncia de fuga, ou talvez uma tendéncia a atragdo, das minhocas por substancias
organicas, como a ARS, ¢ devido a espécie Eisenia andrei ser epigéica e possuir preferéncia por
solos com alta quantidade de matéria organica, como afirmam De Silva & Van Gestel (2009).

Substancias oriundas do manejo da suinocultura, como os metais cobre e zinco, usados na
alimentacdo dos animais para maior conversdo alimentar (Marcato & Lima, 2005), podem ser
detectadas em ARS, na forma de constituintes de substdncias mais complexas, como poluentes
organicos permanentes (POP’s). Farmacos veterinarios como Cloranfenicol, Fluoroquinolona,
Sulfonamidas, Tetraciclinas, Tiamulin ¢ Tilosina também foram detectados em ARS nos trabalhos
de Angenent et al. (2008), Tong et al. (2009) e Pan et al. (2011). Na propriedade onde foi coletada a
ARS usada neste experimento, encontrou-se tragos dos antimicrobianos Doxiciclina, Enrofloxacina,
Espiramicina, Sulfametazina, Lincomicina, Norfloxacina, Penicilina G e Tetraciclina. Apesar destas
substancias mais complexas serem frequentemente encontradas em ARS, geralmente ndo possuem
efeito relevante sobre esses animais, como observado por Jensen et al. (2003) e Amorim et al.
(2010).

A correlagdo de Pearson realizada entre os parametros de fuga e os fisico-quimicos do solo e da
ARS ndo foi significativa. Corroborando, portanto, com os resultados de porcentagem de fuga

encontrados no teste, os quais ndo foram significativos.
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Teste de reproducio

Segundo o protocolo de OECD n°® 222 (OECD, 2004) o teste de reproducao foi considerado
valido, pois as mortes de individuos adultos foram menores que 10% por tratamento, ocorrendo
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 nos tratamentos com dose de 300 m’ ha™'. Indicando, portanto, possivel efeito
deletério ambiental em longo prazo desta dose, ou superior, em solos agricolas onde existe continua
aplicacdo de ARS. Outro fato importante a ser considerado ¢ que a maioria das mortes ocorreu no
Nitossolo, evidenciando, desta maneira, que este tipo de solo pode proporcionar efeito deletério
ambiental da aplicacdo de ARS mais pronunciado do que em outros solos.

O teste ¢ considerado valido também quanto ao numero de juvenis eclodidos, tendo ocorrido
numero maior do que 30 individuos nos controles. Somente no controle do experimento NIT/EST o
critério nao foi alcancado.

O critério quanto ao coeficiente de variacdo ndo foi alcancado, tendo ocorrido coeficientes de
variagdo maiores do que 30%.

A ANOVA indicou resultados estatisticamente significativos somente nos experimentos

LAT/BIO e NIT/EST (Quadro 5).

Quadro 5. Anilise de varidncia (ANOVA One-way) e teste de médias para reproducio

(numero de juvenis de Eisenia andrei) nos seis experimentos

DOSE LAT NIT SAT
05 SOMA C.V.
(m” ha™) BIO EST BIO EST BIO EST
0 68,20 b 93,80 a 51,00 a 2540 98,40 a 98,40 a 43520 55,68
100 125,40 a 100,20 a 4240 a 92,80 a 122,60 a 83,60 a 567,00 41,33
200 132,80 a 98,40 a 55,00 a 56,80 ab 137,80 a 100,802 581,60 4594
300 116,60 a 96,80 a 78,80 a 63,80 ab 118,60 a 127,002 601,60 36,58
SOMA 443,00 389,20 227,20 238.80 477,40 409,80  2185,40
ANOVA 0,001 * 0,982 ™ 0,448"™ 0,034 * 0,350 ™ 0,340 ™
(p-valor)

* Significativo a 5% de probabilidade; “ns”: ndo significativo; LAT: Latossolo; NIT: Nitossolo; SAT: Solo Artificial Tropical; BIO:
Biodigestor; EST: Esterqueira; C.V.: Coeficiente de Variagdo. Médias seguidas de letras mintisculas iguais na coluna nio diferem ao
teste de Tukey a 5% de significancia para numero de juvenis de Eisenia andrei.

O teste de Tukey (Quadro 5) evidencia que no experimento LAT/BIO os tratamentos com
aplicacdo de ARS diferiram do tratamento controle. Todos os tratamentos com doses de ARS foram
estatisticamente iguais entre si € apresentaram maiores taxas de reprodug¢do que o tratamento

controle.
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O tratamento NIT/EST/100 teve a maior taxa reprodutiva, diferindo-se dos demais tratamentos
deste experimento. Os tratamentos NIT/EST/200 e NIT/EST/300 apresentaram-se estatisticamente
iguais entre si.

A soma das médias dos tratamentos revelou que os NIT/EST E NIT/BIO obtiveram as menores
taxas reprodutivas e muito proximas entre si. Por outro lado, a soma das médias dos experimentos
LAT/BIO, LAT/EST, SAT/BIO e SAT/EST, apesar de maiores que NIT/EST e NIT/BIO, também
foram semelhantes entre si. Este resultado pode indicar que ndo haja grande influéncia na diferenca
entre o uso de ARS de esterqueira e de biodigestor, pois se observa que a ocorréncia de diferenga
mais significativa entre os valores deu-se entre os solos, porém, considerando-se cada um dos solos,
ndo houve diferenca relevante entre o uso de ARS de esterqueira ou biodigestor.

Considerando-se os totais de cada tratamento, nos seis experimentos, observa-se que todos o0s
tratamentos com ARS induziram taxa reprodutiva maior que a soma dos tratamentos controle. Este
fato pode indicar que a aplicagdo de ARS confira uma vantagem reprodutiva para a espécie Eisenia
andrei. Tessaro et al. (2013), estudando o efeito da aplicagdo de ARS e adubacdo mineral sobre a
macrofauna em cultura de minimilho, encontraram efeitos positivos sobre as populagdes dos grupos
Hymenoptera e Coleoptera até a dose de 200 m® ha™', e efeitos negativos superiores a esta dose, 0
que pode sugerir que a ARS, pelo menos até a dose de 200 m® ha™', traga efeitos benéficos nio
somente as minhocas como também a outros animais pertencentes a macrofauna de solo.

A partir da analise de Pearson, entre o numero de individuos juvenis e parametros fisico-
quimicos do solo, encontrou-se apenas uma correlagdo significativa e positiva, sendo com a

quantidade de NO3" e NO;™ (Quadro 6).
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Quadro 6. Correlacio de Pearson entre reproducio (numero médio de juvenis) e fatores

ambientais (parametros fisico-quimicos de ARS e do solo)

N°DE

JUVENIS P S Mn Cu Fe Zn  N(total) NH,"* NO;y+NO, K

P 0,23 1,00

S 0,33 0,89% 1,00

Mn 0,17 1,00%  0,86* 1,00

Cu 0,34 0,87* 1,00+ 083* 1,00

Fe 0,28 0,99%*  0,92* 098* 091* 1,00

Zn 0,32 0,92* 1,00+ 0,89* 099* 095* 1,00

N(total) 0,29 0,96*  0,98* 0,94* 0,97* 0,98* 0,99* 1,00

NH," 0,32 0,92* 1,00+ 0,89* 0,99* 095* 1,00*  0,99* 1,00
NO;+NO, 0.43* 0,88* 0,96* 0,83* 096* 093* 0,96* 0,95%  097* 1,00

K 0,30 0,95% 0,98+ 0,93* 098* 097* 0,99*%  1,00¥  1,00% 0,96* 1,00

* significativo pelo teste de Pearson a 5% de significancia. P: Fosforo; S: Enxofre; Mn: Manganés; Cu: Cobre; Fe: Ferro; Zn: Zinco;
N(total): Nitrogénio total; NH,: Aménio; NO;+NO,: Nitrato e Nitrito; K: Potéssio;

Xu et al. (2007) utilizaram deposi¢ao de nitrogénio no solo na forma de NH4NO; nas doses de 0,
5,10, 15 e 30 gN m?, encontrando indicios de saturagdo por nitrogénio no solo na dose de 30 gN
m’. Estes autores verificaram que a aplicagio de nitrogénio ao solo pode apresentar efeitos
benéficos sobre o crescimento e reproducdo da fauna até que o nivel de satura¢ao de nitrogénio no
solo seja alcancado, porém, apOs a extrapolacdo deste nivel os efeitos sobre a fauna edafica
demonstram-se negativos, especialmente quanto ao nitrogénio na forma de NOs™, Isto pode ocorrer
devido ao fato de que alcangada a saturacdo de nitrogénio no solo, este se torna mais disponivel no
solo, acarretando danos a fauna. Aliado a isto, uma concentracdo maior de nitrogénio resulta em
acidificacao do solo, o que também leva a prejuizos a fauna.

No presente trabalho, analisando-se a concentracdo de nitrogénio total em ARS na dose
méxima utilizada (300 m® ha™") no teste de reproducdo, encontrou-se a concentragao de 1,33 gN m’
na ARS de esterqueira e 1,10 gN m? na ARS de biodigestor. Estes valores encontram-se bem abaixo
da concentragdo de saturacdo encontrada por Xu et al. (2007), o que corrobora os resultados
positivos encontrados no presente trabalho.

Considerando-se o conjunto dos trés testes realizados percebe-se que a espécie de minhoca
utilizada pode ser usada como um bioindicador ambiental em areas em que existe a aplicagao de
ARS como técnica de produgdo de agricola. Neste sentido, em curto prazo, o uso de ARS, bruta ou
tratada, em 4reas agricolas pode ser realizado até o limite de 300 m® ha em Latossolo Vermelho
Distroférrico. Nas mesmas condic¢des citadas anteriormente, caso o solo seja o Nitossolo Vermelho
Eutroférrico, sugere-se aplicacdes em doses menores € um monitoramento mais frequente do

comportamento das minhocas, principalmente, quanto a sua reproducdo na 4area. Outro
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monitoramento importante sdo os niveis de concentragdo de N, principalmente, nas formas de

nitrito e nitrato.

CONCLUSAO

1.  Considerando as minhocas como bioindicadoras ambientais, conclui-se que a agua
residudria da suinocultura ndo s6 ndo induz um impacto ambiental negativo em curto prazo,
como da indicios de efeitos positivos sobre a fauna do solo, pelo menos em curto prazo.

2. Recomenda-se, portanto, a aplicagio de até 300 m’ ha”', para 4gua residuaria da
suinocultura oriundas da esterqueira e do biodigestor, caso o solo seja Latossolo Vermelho
Distroférrico. Em Nitossolo Vermelho Eutroférrico recomendam-se doses menores que 200

m® ha™ e monitoramento da reprodugio das minhocas.
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ANEXO I - REVISTA BRASILEIRA DE CIENCIA DO SOLO - INSTRUCOES
AOS AUTORES

A Revista Brasileira de Ciéncia do Solo ¢ um periddico de divulgagdo cientifica publicado

pela Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo (SBCS).

Os trabalhos submetidos a publicagdo somente poderdo ser enviados pelo site

www.sbcs.org.br, e ndo mais em papel, e nas seguintes formas:

Artigos ou notas cientificas.

Revisoes de literatura sobre tema especifico.

Cartas ao Editor de, no maximo, quatro paginas digitadas em espago duplo, contendo um
dos seguintes temas: (a) Comunicagdo de matéria diretamente ligada a Ciéncia do Solo; (b)
Comentario critico de trabalhos publicados na Revista Brasileira de Ciéncia do Solo. S6 serdo
aceitos trabalhos escritos em portugués ou inglés, depois de revistos e aprovados pela Comissao
Editorial, e que ndo foram publicados e nao submetidos a publicagdo em outro veiculo. Excetuam-
se, nesta ultima limitacdo, os apresentados em congressos, em forma de resumo. O autor que
encaminhar o trabalho deverd se responsabilizar pelos demais autores, quando houver, como co-

responsaveis pelo contetido cientifico do trabalho.

Os trabalhos subdivididos em partes I, 113, devem ser enviados juntos, pois serdo submetidos

A0S mesmos revisores.

Solicita-se observar as seguintes instrugdes para o preparo dos artigos e notas cientificas:

1. O original deve ser encaminhado completo e revisto.

2. Deve ser enviado digitado em espago 1,5, utilizando fonte “Times New
Roman 127, formato A4, com 2,5 cm nas margens superior e inferior ¢ 2,0 cm nas

margens direita e esquerda, enumerando-se todas as paginas e as linhas do texto.

3. O trabalho deve ser o mais claro e conciso possivel. Somente em casos

especiais serdo aceitos trabalhos com niimero de paginas de texto superior a quinze.
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4. Os artigos, notas e revisdes deverdo ser iniciados com o titulo do trabalho e,
logo abaixo, os nomes completos dos autores. Como chamada de rodapé referente ao
titulo, deve-se usar numero-indice que podera indicar se foi trabalho extraido de tese, ou
apresentado em congresso, entidades financiadoras do projeto e, necessariamente, a data
(Recebido para publicagdo em / / ) em que o trabalho foi recebido para publicagdo. O
cargo, o local de trabalho dos autores [endereco postal e, se possivel, eletronico (E-
mail)], deverdo ser inseridos também no rodapé, em numeragao consecutiva de chamada
de numeros-indices colocados logo ap6s o nome de cada autor. A condi¢do de bolsista

podera ser incluida.

5. Os artigos deverao ser divididos, sempre que possivel, em se¢des com
cabecalho, na seguinte ordem: RESUMO, SUMMARY (precedido da traducao do titulo
para o inglés), INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS,
DISCUSSAO, CONCLUSOES, AGRADECIMENTOS e LITERATURA CITADA.
Nao héd necessidade dessa subdivisdo para os artigos sobre educacdo, revisdes de
literatura e notas cientificas, embora devam ter, obrigatoriamente, RESUMO e

SUMMARY.

Tais se¢des devem ser constituidas de:

5.1. TITULO do trabalho que deve ser conciso ¢ indicar o seu contetido.

5.2. RESUMO que deve apresentar, objetivamente, uma breve frase introdutéria, que
justifique o trabalho, o que foi feito e estudado, os mais importantes resultados e conclusdes. Sera
seguido da indicacdo dos termos de indexagdo, diferentes daqueles constantes do titulo. A tradugao
do RESUMO para o inglés constituira o SUMMARY.

5.3. INTRODUCAO que deve ser breve, esclarecendo o tipo de problema abordado ou a(s)
hipotese(s) de trabalho, com citagdo da bibliografia especifica e finalizar com a indicacdo do
objetivo do trabalho.

5.4. MATERIAL E METODOS em que devem ser reunidas informacgdes necessarias e
suficientes que possibilitem a repeticdo do trabalho por outros pesquisadores.

5.5. RESULTADOS que devem conter uma apresentacdo concisa dos dados obtidos.
Quadros ou figuras devem ser preparados sem dados supérfluos.

5.6. DISCUSSAO que deve conter os resultados analisados, levando em conta a literatura,

mas sem introdu¢ao de novos dados.
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5.7. CONCLUSOES que devem basear-se somente nos dados apresentados no trabalho e
deverdo ser numeradas.

5.8. AGRADECIMENTOS devem ser sucintos € ndo aparecer no texto ou em notas de
rodapé.

5.9. LITERATURA CITADA, incluindo trabalhos citados no texto, quadro(s) ou figura(s) e
inserida em ordem alfabética e da seguinte forma:

a. Periddicos: Nome de todos os autores, Titulo do artigo. Titulo abreviado do periodico,
volume: paginas inicial e final, ano de publicacdo. Exemplo: FONSECA, J.A. & MEURER, E.J.
Inibi¢do da absor¢do de magnésio pelo potassio em plantulas de milho em solugdo nutritiva. R.
Bras. Ci. Solo, 21:47-50, 1997.

b. Livro: Autores. Titulo da publicagdo. Numero da edi¢do. Local, Editora, ano de
publicacdao. Numero de paginas. Exemplo: KONHNKE, H. Soil physics. 2.ed. New York, MacGraw
Hill, 1969. 224p.

c. Participagdo em obra coletiva: Autores. Titulo da parte referenciada seguida de In: Nome
do

editor. Titulo da publicagdo, nimero da edi¢ao. Local de Publicagdo, Editora, ano. Paginas
inicial e final. Exemplos:

- Capitulo de livro:

JACKSON, M.L. Chemical composition of soil. In: BEAR, F.E., ed. Chemistry of the soil.
2.ed. New York, Reinhold, 1964. p.71-141.

d. Trabalho em Anais:

VETTORI, L. Ferro “livre” por calculo. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE CIENCIA
DO SOLO, 15., Campinas, 1975. Anais. Campinas, Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo, 1976.
p.127-128.

e. CD-ROM:

SILVA, M.L.N.; FREITAS, P.L.; BLANCANEAUX, P. & CURI, N. Indice de erosividade
de chuva da regido de Goiania (GO). In: CONGRESSO LATINO AMERICANO DE CIENCIA
DO SOLO. 13., 1996. Anais. Aguas de Lindo6ia, Embrapa, 1996. CD-ROM

f. Internet:

EL NINO and La Nifa. Disponivel em: < http://www.stormfax.com/elnino.htm>. Acesso
em 15 out. 2000.

As abreviacdes de nome de revistas devem ser feitas de acordo com as usadas pelos

“abstracting journals”, como dos Commonwealth Agricultural Bureaux.
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784 6. As Referéncias no texto deverdo ser feitas na forma: Silva & Smith (1975) ou
785 (Silva & Smith, 1975). Quando houver mais de dois autores, usar a forma reduzida:
786 (Souza et al., 1975). Referéncias a dois ou mais artigos do(s) mesmo(s) autor(es), no
787 mesmo ano, serdo discriminadas com letras minusculas (Ex.: Silva, 1975a,b).

788

789 7. Os quadros deverdo ser numerados com algarismos arabicos, sempre providos
790 de um titulo claro e conciso e construidos de modo a serem auto-explicativos. Nao usar
791 linhas verticais. As linhas horizontais devem aparecer para separar o titulo do cabecalho
792 e este do contetido, além de uma ao final do quadro. O quadro deve ser feito por meio de
793 uma tabela (MICROSOFT WORD/TABELA/INSERIR TABELA), no qual cada valor
794 deve ser digitado em células distintas, estando centralizado e alinhado.

795

796 8. Os graficos deverdo ser preparados, utilizando-se “Softwares” compativeis
797 com “Microsoft Windows” (“Excel”, “Power Point”, “Sigma Plot”, etc.). Para fotos e
798 mapas coloridos utilizar resolugdo de 150 a 300 DPI. Nao serdo aceitas figuras que
799 repitam informagdes de quadros.

800

801 9. Fotos coloridas, quando imprescindiveis, a critério da Comissdo Editorial,
802 serdo, também, aceitas. Os custos adicionais deverao ser cobertos pelos autores.

803

804 10. Para publicacdo de artigos na RBCS serdo cobrados por pagina editorada (forma final na

805 Revista): para socios da SBCS (primeiro autor e, ou, autor correspondente) R$ 25,00, até oito
806 paginas, e R$ 50,00 por pagina adicional, para ndo-socios (primeiro autor e, ou, autor
807  correspondente): R$ 50,00 por pagina até oito paginas ¢ R$ 100,00 por pagina adicional.
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818 ANEXO II - ATESTADO DE ESPECIE UTILIZADA NOS EXPERIMENTOS
819

y

ATESTADO

Juiz de Fora, M.G. 28 de outubro de 2013

Atesto para os devidos fins que as matrizes de minhocas
produzidas pela empresa Afrdnio Augusto Guimaries — ME,
Minhobox, fomecidas para Gustavo Gomes Paniago e
disciminadas na nota fiscal eletrdnica de numero 3337,
emitida por ela propria, sdo da espécie Eisenia andrei.

Atencicsamente,

Afrdnio Augusto Guimardes

rootecnista — Minhobox
CRMV M7 10z

Minhobox — warsr minbobox com.br | minhobox@minhobox com br
(32) 32114122 | [32) 99874088
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