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O rio e o oceano 

Diz-se que, mesmo antes de um rio cair no oceano ele treme de medo. 

Olha para trás, para toda a jornada, os cumes, as montanhas, 

o longo caminho sinuoso através das florestas, através dos povoados, 

e vê à sua frente um oceano tão vasto que entrar nele nada mais é 

do que desaparecer para sempre. 

Mas não há outra maneira. O rio não pode voltar. Ninguém pode voltar. 

Voltar é impossível na existência. Você pode apenas ir em frente. 

O rio precisa se arriscar e entrar no oceano. E somente quando ele entra no oceano 

é que o medo desaparece. 

Porque, apenas então, o rio saberá que não se trata de desaparecer no oceano. 

Mas tornar-se oceano, Por um lado é desaparecimento e por outro lado é renascimento. 

Assim somos nós. Só podemos ir em frente e arriscar. Coragem!! Avance firme e 

torne-se Oceano!! 

Osho 

 



RESUMO 

A cana-de-açúcar é uma das principais culturas mundialmente difundida e a alta 

produtividade resulta na geração de inúmeros resíduos. A vinhaça, resíduo da produção do 

etanol tem chamado a atenção devido suas características e propriedades, quando empregada 

na fertirrigação das culturas de cana-de-açúcar. Diversos benefícios foram descritos, ganhos 

na fertilização e enriquecimento do solo, bem como aumentos na produtividade. Entretanto, a 

vinhaça também apresenta substâncias que podem ser nocivas, afetando negativamente a 

fauna existente nos locais de aplicação do resíduo. Frente a essa problemática, diversos 

estudos foram desenvolvidos com o intuito de melhor compreender os impactos da vinhaça no 

meio ambiente e, mesmo diante dos benefícios que a fertirrigação com a vinhaça implica 

economicamente ainda há a necessidade de maiores cuidados com a utilização do resíduo no 

campo. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi propor um tratamento para a vinhaça, 

ajustando seu pH em 7,0 (neutro) utilizando cal (CaO), com a intenção de amenizar sua 

toxicidade para posterior uso no solo, visto que, um dos grandes problemas apresentados pela 

vinhaça é o pH ácido. O uso de cal foi escolhido por ser este produto utilizado em campo para 

correção do solo. Foi associado o uso de diversos biomarcadores à bioindicadores de solo, 

além de testes ecotoxicológicos para avaliar o efeito da vinhaça bruta em comparação à 

vinhaça tratada. Diplópodos da espécie Rhinocricus padbergi foram expostos à vinhaça em 

sua forma bruta e tratada com CaO, na concentração estabelecida pela Norma da CETESB, e 

ao dobro desta mesma concentração, simulando uma situação de super dosagem. A análise do 

intestino médio destes animais por meio das ferramentas ultraestruturais, imunohistoquímica 

e marcação de morte celular revelou que a vinhaça bruta pode ocasionar danos nos tecidos dos 

animais expostos e que o tratamento desta vinhaça surtiu efeito na diminuição desses danos. 

Testes ecotoxicológicos de fuga e reprodução, padronizados mundialmente pela Organização 

Internacional de Normalização (ISO), foram realizados com as espécies Eisenia andrei, 

Enchytraeus crypticus e Folsomia candida; de um modo geral, observou-se que as espécies E. 

crypticus e F. candida não tiveram seus comportamentos influenciados pela vinhaça bruta e 

nem pela vinhaça tratada, mas a espécie E. andrei apresentou-se mais sensível a presença da 

vinhaça no solo demonstrando comportamento de fuga em concentrações mais elevadas de 

vinhaça bruta e tratada, e, no teste de reprodução, respondeu a exposição à vinhaça tratada, 

com aumento no número de juvenis em relação a vinhaça bruta. Logo, o emprego da vinhaça 

na fertirrigação ainda requer cuidados, uma vez que seus efeitos nocivos são notórios, e nesse 

sentido, a alternativa de neutralizar seu pH pode representar uma medida de emprego desse 

resíduo com menos impacto. 



Palavras-chave: bioindicadores de solo; testes ecotoxicológicos; ultraestrutura; 

imunohistoquímica; morte celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Sugarcane is one of the main crops worldwide and the high productivity results in the 

generation of many wastes. Vinasse, the residue of ethanol production, has attracted attention 

because of its characteristics and properties, when used in the fertirrigation of sugarcane 

crops. Several benefits have been described, gains in fertilization and soil enrichment, as well 

as increases in productivity. However, the vinasse also presents substances that can be 

harmful, negatively affecting the fauna existing in the places of application of the residue. 

Faced with this problem, several studies were developed with the purpose of better 

understanding the impacts of vinasse in the environment and, even in view of the benefits that 

fertirrigation with vinasse implies economically, there is still a need for greater care with the 

use of the residue in the field. In this context, the objective of this work was to propose a 

treatment for vinasse, adjusting its pH to 7.0 (neutral) using lime (CaO), with the intention of 

mitigating its toxicity for later use in the soil, since one of the great problems presented by 

vinasse is acid pH. The use of lime was chosen because this product is used in field for soil 

correction. It was associated the use of several biomarkers to soil bioindicators, as well as 

ecotoxicological tests to evaluate the effect of raw vinasse in comparison to the treated 

vinasse. Diplopods of the species Rhinocricus padbergi were exposed to vinasse in their raw 

form and treated with CaO, at the concentration established by the CETESB Standard, and at 

twice the same concentration, simulating a super dosage situation. The analysis of the midgut 

of these animals using ultrastructural tools, immunohistochemistry and cell death marking 

revealed that raw vinasse can cause damage to the tissues of the exposed animals and that the 

treatment of this vinasse had an effect in reducing these damages. Ecotoxicological tests of 

the avoidance and reproduction tests, standardized worldwide by the International 

Organization for Standardization (ISO), were carried out with the species Eisenia andrei, 

Enchytraeus crypticus and Folsomia candida; in general, E. crypticus and F. candida were 

not influenced by raw vinasse or treated vinasse, but the E. andrei species was more sensitive 

to the presence of vinasse in the soil, demonstrating in the higher concentrations of raw and 

treated vinasse, and in the reproduction test, the exposure to treated vinasse responded, with 

an increase in the number of juveniles in relation to raw vinasse. Therefore, the use of vinasse 

in fertigation still requires care, since its harmful effects are notorious, and in this sense, the 

alternative of neutralizing its pH can represent a measure of the use of this residue with less 

impact. 

Keywords: soil bioindicators; ecotoxicological tests; ultrastructure; immunohistochemistry; 

cell death. 
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1. INTRODUÇÃO 

 O gerenciamento dos resíduos agroindustriais representa, desde há muito tempo, 

um grande desafio diante da preocupação com o meio ambiente. As consequências do 

despejo inadequado e indiscriminado de muito efluentes acarretam sérios problemas de 

poluição, visto que cada efluente industrial apresenta propriedades, bem como impactos 

específicos na biota (SRIVASTAVA; SAHAI, 1987). 

O Brasil é um dos maiores produtores de cana-de-açúcar (Saccharum spp.) do 

mundo, segundo a UNICA (União da Indústria da Cana-de-Açúcar). O país possui 

atualmente 430 usinas operantes, as quais adotaram novas tecnologias desde o plantio 

até a produção de açúcar, etanol e bioeletricidade, fortalecendo cada vez mais o setor e 

ganhando reconhecimento mundial. Os noticiários relacionados à safra 2017/18 

apontam que o volume fabricado de etanol totalizou 25,27 bilhões de litros (UNICA, 

2018); isso demonstra que essa grande produção certamente gera grandes quantidades 

de resíduos e coloca o país em uma situação preocupante diante da destinação dos 

resíduos dessa produção. 

A produção do etanol gera como resíduo a vinhaça e para cada litro de etanol são 

produzidos de dez a dezoito litros deste resíduo, quantidade que depende da tecnologia 

utilizada nas usinas ou destilarias (SILVA et al. 2007; BARROS et al., 2010); a 

composição química é bastante variável, dependendo principalmente da composição do 

mosto; é caracterizado como um efluente de destilarias com alto poder poluente e alto 

valor fertilizante; sua força poluente é cerca de cem vezes a do esgoto doméstico, 

decorrente da sua riqueza em matéria orgânica (SILVA et al. 2007; CABELLO et al., 

2009). 

Diante do grande volume de vinhaça gerado no decorrer da história da indústria 

sucroalcooleira foi necessária a criação de alternativas de utilização da mesma, uma vez 

que, quantidades consideráveis eram lançadas anteriormente em corpos d’água, e 

ocasionaram graves problemas de poluição (DEMATTÊ et al., 2004). Desde 1978, há 

no Brasil uma Portaria do Ministério do Estado do Interior (n. 323, de 1978) que 

proibiu, a partir da safra de 1979/1980, o lançamento direto de vinhaça em qualquer 

corpo hídrico pelas destilarias de álcool instaladas no país. Tal portaria exigiu que as 

usinas apresentassem projetos para implantação de sistemas adequados de tratamento 

e/ou utilização da vinhaça, visando o controle da poluição hídrica e um melhor destino 

para o resíduo. 
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Deste modo foram estudadas as possibilidades de reciclar a vinhaça em 

processos de fermentação, práticas como fertirrigação, concentração por evaporação, 

aproveitamento da mesma na produção de leveduras, uso na produção de energia, além 

das propostas de tratamento da vinhaça com cal hidratada (Ca (OH2)) e bicarbonato de 

sódio (NaHCO3), com as finalidades de neutralizar a acidez, bem como a utilização 

como matéria-prima para ração animal (ROBERTIELLO, 1982; DÖLL; FORESTI, 

2010). Dentre todas as alternativas de utilização da vinhaça a que ganhou maior 

destaque foi a fertirrigação, prática amplamente difundida nas regiões canavieiras, com 

resultados satisfatórios em relação ao aumento na produtividade. 

Os relatos da literatura apontam que a utilização da vinhaça em culturas exibe 

duas vertentes importantes a serem consideradas: a primeira, que defende o uso da 

vinhaça, alegando que este resíduo apresenta valor fertilizante quando aplicado ao solo, 

promovendo melhorias e enriquecimento do mesmo, bem como aumento na 

produtividade; a segunda apresenta os aspectos negativos da utilização da vinhaça 

devido ao seu alto poder poluente e os inúmeros malefícios que pode gerar quando em 

contato com a flora, fauna e macrofauna (FEIGIN  et al., 1991; FREIRE; CORTÊZ, 

2000; MEDEIROS  et al., 2003; BEBÉ et al., 2009; ESPAÑA-GAMBOA, 2011). 

A prática da fertirrigação, mesmo sendo bem sucedida do ponto de vista 

agronômico e econômico, requer alguns cuidados, pois as quantidades de vinhaça 

depositadas no solo não devem ultrapassar a capacidade de retenção de íons que este 

possui; as dosagens devem ser mensuradas de acordo com as características de cada 

solo. Por essa razão foi elaborada a Norma Técnica P4.231 (CETESB-Companhia 

Ambiental do Estado de São Paulo, 2015), que estabelece os critérios e os 

procedimentos para uma aplicação segura da vinhaça ao solo. 

Contudo, o alerta de inúmeros estudos em relação ao uso da vinhaça na 

fertirrigação ainda reflete discordância entre os benefícios os impactos provocados por 

este uso, o que inviabiliza a aplicação do resíduo ao solo como uma prática plenamente 

segura, devido às desvantagens que apresenta. Os testes que já foram realizados, bem 

como os que continuam sendo realizados, com diferentes tipos de bioindicadores, ainda 

demonstram consequências consideráveis que o contato com a vinhaça pode provocar 

(CHRISTOFOLETTI  et al., 2013a;  2013b; 2016; MARINHO et al., 2014; PEDRO-

ESCHER et al., 2014; 2016; CORREIA  et al., 2017a; b; GARCIA et al., 2017; 

COELHO et al., 2017). 
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A utilização de organismos bioindicadores é um recurso muito bem vindo ao 

monitoramento ambiental, pois esta categoria de animais responde às alterações no 

ambiente por meio de reações comportamentais ou metabólicas, deste modo, refletem as 

mudanças na qualidade do ambiente em que vivem (MANGIÉRI JUNIOR, 2002). 

Devido a um estreito contato com solo, alguns grupos taxonômicos de invertebrados 

pertencentes à meso e macro-fauna, tais como, Isopoda, Collembola, Oligochaeta e 

Diplopoda, têm sido bem estabelecidos como organismos bioindicadores 

(FONTANETTI  et al., 2011). Utilizar-se de diferentes espécies de animais pode 

fornecer para as análises uma visão ampla e ao mesmo tempo precisa, do quanto um 

agente estressor pode afetar os organismos nas diferentes camadas do solo, bem como 

de formas distintas em diferentes espécies de animais. 

A associação de diferentes organismos bioindicadores com o emprego de 

diferentes ferramentas de análise torna-se bastante relevante, visto que irão refletir em 

resultados com maior complexidade. A microscopia eletrônica de transmissão, como 

instrumento de análise, demonstra como a ação estressora provocada, por resíduos 

lançados ao solo, pode influenciar na fisiologia de órgãos e tecidos, resultando em 

variações visíveis ao se analisar células e organelas (FONTANETTI  et al., 2012).  

O uso de biomarcadores moleculares no monitoramento do ambiente também 

apresenta excelentes resultados, pois é uma ferramenta significativa para a avaliação da 

contaminação em diferentes organismos, fornecendo bons indícios qualitativos dos 

danos causados por determinados poluentes (FONTANETTI et al., 2011); a  utilização 

das proteínas de choque térmico, as HSPs (“Heat Schok Protein”), especificamente a 

HSP70, têm sido empregada para estas avaliações com sucesso, demonstrando 

interferências mais específicas, que o contato com poluentes pode provocar na fisiologia 

celular (KÖHLER et al., 1996; ZANGER et al., 1996; NADEAU et al., 2001; PIANO et 

al., 2004; SILVA-ZACARIN et al., 2006).  

O teste de TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP 

nick end labeling) é uma técnica frequentemente utilizada para detecção e quantificação 

de morte celular programada (apoptose ou autofagia), que confirma a fragmentação do 

DNA e verifica o tipo de morte celular, sendo aplicada em diversos trabalhos com  

intuito de investigar quais fatores desencadearam a morte celular programada, além de 

representar uma ferramenta excelente na investigação de alterações celulares 

provocadas pelo contato com agentes poluentes (LABAT-MOLEUR et al., 1998; 
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JACOBSON  et al., 1997; SÁNCHEZ-TORRES; VARGAS, 2003; WILLINGHAM, 

1999;  SCUDELER; SANTOS, 2013). 

Testes de fuga e os testes de reprodução representam importantes ferramentas de 

varredura em estudos de análise de risco ecológico em ambientes tropicais, embora 

ainda sejam pouco utilizados no Brasil, estes estudos são excelentes formas para avaliar 

os efeitos da alteração que resíduos orgânicos podem promover no solo, pois estes são 

testes biológicos sensíveis aos poluentes em baixas concentrações e interações, os quais 

muitas vezes não são detectados por análises químicas de rotina (MOREIRA et al., 

2008; SANTANA et al., 2009; SOUZA et al., 2013), e além disso apresentam 

padronização internacional dos testes para diversos organismos bioindicadores (ISO 

17512-1; ISO 17512-2; ISO 11267; ISO 11268-2), assegurando a viabilidade e 

confiabilidade dos resultados (SCHAEFER, 2003; NATAL-DA-LUZ et al., 2004; 

HÖSS et al., 2012). 

Face ao exposto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar os impactos 

causados pela vinhaça bruta e compará-los com os obtidos com vinhaça após ajuste de 

pH, em diferentes organismos bioindicadores, submetidos a diferentes técnicas de 

análise, propondo uma alternativa viável e com menos impactos para utilização da 

vinhaça na fertirrigação. O processo de calagem na cana-de-açúcar é a primeira prática 

adotada na implantação e manutenção da lavoura devido a diversos efeito benéficos que 

proporciona na cultura (FERRAZ et al., 2015), por esta razão a cal foi utilizada para 

neutralizar o pH da vinhaça. 

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Vinhaça de cana-de-açúcar 

Líquido residual gerado a partir da calda de destilação do licor de fermentação 

do álcool de cana-de-açúcar, a vinhaça é também conhecida, em várias regiões do 

Brasil, por restilo, vinhoto, mosto, dunder ou garapão (CHRISTOFOLETTI et al., 

2016). 

 Este subproduto gerado, principalmente, da indústria sucroalcooleira, apresenta-

se geralmente ácido, com pH em torno de 3,5 a 5; de coloração parda clara, que 

escurece e torna-se castanho-escuro em razão da oxidação resultante do processo de 

fermentação; odor forte  e altos índices de demanda bioquímica de oxigênio (DBO) e 

demanda química de oxigênio (DQO) (SILVA et al., 2014; PEDRO-ESCHER et al., 

2016; CORREIA et al., 2017a). O efluente é composto de 93% de água e 7% de sólidos, 
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desses sólidos, cerca de 75% são matéria orgânica, a qual é formada de ácidos 

orgânicos, aminoácidos, açúcares, polissacarídeos, proteínas e, íons, sendo as maiores 

concentrações de potássio, cálcio e magnésio, seguido por sais de sulfato, cloreto, 

fosfato (fósforo) e nitrato, e, em menor concentração, metais traço; sua graduação 

alcoólica não é superior a 0,03°GL e a condutividade elétrica é elevada (ARAUJO; 

OLIVEIRA, 2016; OBONO et al., 2016; ALFARO-SOTO et al., 2017). 

A composição quantitativa da vinhaça pode variar em função do tempo, índice 

de maturação, tipo de solo e da matéria prima utilizada para produção de etanol, além de 

fatores como a natureza da composição dos vinhos, o sistema de fermentação, o tipo de 

levedura utilizada, o tipo de tratamento das leveduras, os aditivos utilizados na 

fermentação, os aparelhos utilizados na destilação, a qualidade da água usada, bem 

como, os componentes utilizados para desinfecção (ARAUJO; OLIVEIRA, 2016). 

Com efeito, as características da vinhaça bruta viabilizam que sua aplicação na 

fertirrigação de culturas possa alterar as características do solo, por meio de 

modificações em suas propriedades físicas, químicas e hidráulicas.  

Fisicamente, as alterações do solo são dependentes do tipo de solo, logo a 

presença da vinhaça pode atuar como dispersante ou floculante de partículas, efetuando 

mudanças na estrutura e apresentando variações de diversos parâmetros, como por 

exemplo, a distribuição granulométrica, permeabilidade do solo, plasticidade, 

densidade, entre outros. Quimicamente as alterações provocadas pela vinhaça no solo 

podem ser verificadas em características como: pH do solo; potencial redox (Eh) da 

solução intersticial; teores de sais; concentração de matéria orgânica (DBO e DQO); 

capacidade de troca catiônica (CTC); concentração de metais tóxicos como cádmio, 

chumbo, cobre, cromo e níquel; concentração de amônia; entre outros (ALFARO SOTO 

et al., 2017).  

Sabe-se que a condutividade hidráulica nos solos é dependente de fatores como a 

textura, a estruturação e composição da solução do solo, do complexo de troca 

catiônica, das atividades microbianas, bem como da presença de ar, entre outros. Diante 

das características químicas e físicas que a vinhaça apresenta, sua presença no solo pode 

trazer consequências no processo de movimentação da solução água/vinhaça no meio 

poroso por meio da variação de alguns desses parâmetros. Dados na literatura sobre a 

condutividade hidráulica em solos que receberam vinhaça são escassos, no entanto 

alguns autores afirmam que em solos com textura média a aplicação da vinhaça pode 
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resultar no aumento da condutividade hidráulica, enquanto que em solos de textura fina 

pode ocorrer o efeito contrário (ALFARO SOTO et al., 2017). 

Os mesmos autores apontam que as consequências ao meio ambiente geradas 

pelo desequilíbrio nas propriedades do solo, envolvem problemas de contaminação do 

próprio solo e de águas subterrâneas e superficiais, além da salinização do solo e da 

água, como também interfere na dinâmica da água, em processos de escoamento 

superficial, evapotranspiração e infiltração, comprometendo suas propriedades 

mecânicas, como resistência e deformação de solos saturados ou não saturados.  

Mesmo que o solo apresente uma capacidade de atenuação natural dos 

poluentes, essa característica pode se tornar comprometida pela complexidade das 

interações entre a composição e a frequência de aplicação do resíduo com as interações 

físicas, químicas e biológicas do solo (LYRA, 2008). 

Em virtude disso, pesquisadores lançam um alerta não só para aplicação de altas 

doses de vinhaça no solo, como também os riscos que a aplicação da mesma por longo 

período de tempo pode ocasionar. Quantidades desproporcionais de cálcio, magnésio e 

potássio desencadeiam desequilíbrios nutricionais à cultura; o excesso de potássio da 

solução do solo acentua um efeito inibitivo de absorção de cálcio e magnésio, como 

resultado desse desequilíbrio catiônico ocorre aumento da condutividade elétrica e da 

pressão osmótica da solução do solo (PRADO, 2008). Esta situação agrava-se na 

medida em que a cana-de-açúcar apresenta naturalmente uma baixa capacidade de troca 

de cátions nas raízes, característica da família Poaceae, e isso acarreta uma maior 

absorção de cátions monovalentes (FIGUEIREDO, 2010).  

Somado aos efeitos negativos do longo tempo da aplicação de vinhaça no solo, o 

aumento da condutividade elétrica e excesso de potássio em solução, exibe um quadro 

comprometedor para a produtividade e qualidade da matéria-prima canavieira. Isto 

porque, em virtude da redução do potencial hídrico da solução do solo, motivada pelo 

aumento da concentração iônica em solução, a planta passa a desprender mais energia 

para absorção de água e nutrientes.  

Logo, esse gasto energético adicional pode afetar negativamente seu crescimento 

e desenvolvimento, além de, promover maior sensibilidade da cultura ao déficit hídrico 

em períodos de estiagem. As consequências se estendem ainda na diminuição nos teores 

de lignina e com isso aumento da incidência de acamamento nas áreas canavieiras, 

redução nos teores de sacarose no caldo e elevação dos teores de cinzas que interferem 

na qualidade do açúcar produzido (MORAES et al., 2015). 
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Já a contaminação de águas subterrâneas pela vinhaça está estritamente 

relacionada ao tipo e condição do solo local, à profundidade do lençol freático, à 

proximidade de nascentes, além da capacidade de absorção do solo (KIANG  et al., 

2017). Uma vez contaminados, as possibilidades de reversão dos lençóis freáticos são 

pequenas, além do que a vinhaça apresenta nocividade elevada para grandes animais 

aquáticos, afugenta a fauna marítima da costa brasileira para o processo de desova e 

destrói a microflora, microfauna, plantas aquáticas submersas e flutuantes (ARAUJO; 

OLIVEIRA, 2016). 

O descarte da vinhaça no solo, mesmo diante de todas as contrariedades, ainda 

tem sido considerada a alternativa menos poluente, ao passo que estudos relacionados à 

lixiviação e contaminação de águas subterrâneas a partir da fertirrigação com a vinhaça 

demonstram que não há impactos danosos, desde que, as aplicações sejam inferiores a 

300m
3
/ha (MORINI et al., 2017). Quando aplicada adequadamente, cerca de 150 m

3
 ha

1
 

de vinhaça equivale a uma adubação de 61 kg ha
-1

 de nitrogênio, 343 kg ha
-1

 de potássio 

e 108 kg ha
-1

 de cálcio (MEDEIROS et al., 2003), e isso representa satisfatoriedade em 

face do ponto de vista econômico e agronômico. 

Para tanto, a fertirrigação por vinhaça no estado de São Paulo é regulamentada 

pela norma técnica P4.231/2015 (Vinhaça-Critérios e procedimentos para aplicação no 

solo agrícola) da CETESB (Companhia Ambiental do Estado de São Paulo), agência 

ambiental vinculada à Secretaria Estadual do Meio Ambiente. A norma define regras de 

aplicação da vinhaça em vários aspectos, ou seja, impedindo a aplicação da mesma em 

áreas de risco; estabelecendo dosagens permitidas; exigindo que sejam mantidas as 

concentrações de potássio pré-estipuladas em função do tipo de solo e variedade de 

cana-de-açúcar e estabelecendo que os tanques de armazenamento e drenos devam ser 

impermeáveis, impedindo contaminação dos solos e águas. 

Ao que parece, o domínio desta técnica permanece em busca de aperfeiçoamento 

e requer maiores estudos, visto que de fato a vinhaça ainda apresenta riscos ambientais 

(OBONO et al., 2016). 

 

2.1.1 Respostas de diferentes organismos bioindicadores expostos à vinhaça de 

cana-de-açúcar 

Trabalhos utilizando-se tanto de animais bioindicadores, quanto de vegetais 

bioindicadores foram realizados com o intuito de se compreender melhor o impacto que 
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a vinhaça poderia provocar em contato com os mesmos.  Abaixo segue alguns dos 

dados obtidos a partir da exposição a esse resíduo. 

Christofoletti et al. (2013a) avaliaram o potencial tóxico de dois resíduos, dentre 

eles a vinhaça proveniente da indústria sucroalcooleira; foram utilizados como 

organismos biondicadores o vegetal Allium cepa e o milípede Rhinocricus padbergi. Os 

autores observaram que a vinhaça apresentou efeitos genotóxicos e mutagênicos em A. 

cepa, enquanto que os milípedes demonstraram um bioprocessamento dos metais 

provenientes do resíduo aplicado ao solo. Resultados genotóxicos semelhantes também 

foram observados por Pedro-Escher et al. (2016) em sementes de A. cepa após 

exposição em diferentes concentrações de vinhaça, calculadas a partir das diretrizes 

estabelecidas pela Norma P4. 231 (CETESB). 

Foi demonstrado potencial mutagênico da vinhaça diluída no vegetal 

biondicador Tradescantia pallida; os autores sugeriram cautela na aplicação da vinhaça, 

mesmo sendo uma prática economicamente viável (PEDRO-ESCHER et al., 2014).  

Marinho et al. (2014) expuseram tilápias à diferentes diluições de vinhaça  com 

o intuito de avaliar a toxicidade da mesma em corpos hídricos. Os resultados 

demonstraram alterações significativas no fígado dos animais expostos ao resíduo. 

Diante dessas respostas os autores concluíram que a vinhaça apresenta um potencial 

tóxico e citotóxico dose-dependente, uma vez que o fígado é fortemente afetado quando 

exposto a esse contaminante. 

Diplópodos expostos à vinhaça apresentaram comportamento de evitamento do 

solo, numa exposição de trinta dias, enquanto que nas exposições de sessenta e noventa 

dias os animais não sobreviveram. A análise de seus tecidos demonstrou danos 

morfológicos consideráveis (CHRISTOFOLETTI  et al., 2016). 

Correia et al. (2017a) realizaram análises histopatológicas nas brânquias de 

tilápias expostas à vinhaça, as quais demonstraram efeitos morfológicos severos 

provocados pelo resíduo. 

Coelho et al. (2017) verificaram a marcação das proteínas de choque térmico 

HSP70 (responsáveis por reparos de danos celulares), no intestino médio de diplópodos 

expostos à vinhaça; como resultado os autores observaram que os animais apresentaram 

forte marcação da proteínas em regiões responsáveis pela proteção e desintoxicação do 

órgão. 
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2.2 Organismos bioindicadores 

A utilização de organismos bioindicadores em testes ecotoxicológicos tem sido 

empregada com sucesso. O grupo de animais que se insere nessa categoria reflete a 

condição da fauna e flora, os aspectos físico-químicos do meio ambiente, bem como os 

impactos provocados sobre um habitat, comunidade ou ecossistema. As perturbações no 

ambiente podem ser observadas por meio de alterações nestes organismos, as quais 

podem ser de ordem genética, bioquímica, fisiológica, morfológica, ecológica ou 

comportamental; indicam diversos tipos de modificações antes que se agravem, além de 

determinar qual tipo de poluição pode afetar determinado ecossistema (RIBEIRO et al., 

2003; BAGLIANO, 2012; VIEIRA et al., 2014).  

Os bioindicadores podem ser classificados de acordo com as respostas que 

fornecem, sendo os seguintes: sentinelas: indicam níveis de degradação e preveem 

ameaças ao ecossistema; detectores: espécies locais que respondem a mudanças 

ambientais de forma mensurável; exploradores: reagem positivamente a perturbações 

ambientais; acumuladores: permitem a verificação de bioacumulação de 

substâncias/compostos; sensíveis: modificam acentuadamente o comportamento frente a 

qualquer agente contaminante/estressor (BAGLIANO, 2012; TOUROULT; LE GALL, 

2013).  

O uso de bioindicadores representa um método simples, rápido e de baixo custo; 

fornecem sinais rápidos sobre problemas ambientais; permitem que se identifiquem as 

causas e efeitos entre os agentes estressores e as respostas biológicas; oferecem um 

panorama da resposta integrada dos organismos e modificações ambientais; permite 

avaliar a efetividade de ações mitigadoras tomadas para contornar os problemas criados 

pelas ações antropogênicas (RIBEIRO et al., 2003). 

Todos os grupos de seres vivos apresentam potencial bioindicador, entretanto os 

melhores organismos para o monitoramento biológico são os invertebrados, mais 

especificamente os macroinvertebrados, visto que são mais simples para se amostrar, 

são de extrema eficácia e possuem tolerância e sensibilidade variadas (BARBOSA, 

2013).  

A determinação das concentrações de poluentes em organismos como 

bioindicadores-sentinelas, por exemplo, é uma ferramenta útil, uma vez que fornece 

informações sobre a biodisponibilidade dos poluentes e o padrão de contaminação 

(NICHOLSON; LAM, 2005). O potencial bioindicativo de organismos pertencentes aos 

níveis tróficos mais baixos tem sido crescentemente estudado em avaliações dos 
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possíveis riscos ambientais associados com a transferência e biomagnificação dos 

poluentes ao longo das diferentes teias alimentares (VASSEUR; COSSU-LEGUILLE, 

2006). 

 

2.2.1 Diplópodos 

Considerados importantes macroartrópodes do solo os diplópodos apresentam 

distribuição cosmopolita e podem ser encontrados em todas as regiões zoogeográficas, 

com exceção da Antártida (KIME; GOLOVATCH, 2000; HOFFMAN et al., 2002); de 

hábito noturno estes animais vivem em ambientes úmidos, sob folhas e troncos em 

decomposição (BRUSCA; BRUSCA, 2007). A maioria dos Diplopoda ocupa o nível 

trófico de decompositores e colonizam diferentes camadas do solo, o papel detritívoro 

dos milípedes torna-os animais essenciais e importantes intervenientes na ciclagem de 

nutrientes (FARFAN, 2010; CHRISTOFOLETTI et al., 2016).  

A participação na ciclagem e disposição de nutrientes presentes na matéria 

orgânica em decomposição auxilia na humificação do substrato e formação da parte 

orgânica do solo, mantendo o solo saudável e produtivo (HOPKIN; READ, 1992; 

FRANCISCO; FONTANETTI, 2015). O conteúdo fecal destes animais promove a 

mineralização do solo, uma vez que secretam amônia e ácido úrico que, quando 

degradados, enriquecem o solo com nitratos (GODOY; FONTANETTI, 2010). O efeito 

da alimentação dos milípedes para os microrganismos do solo viabiliza a dinâmica de 

nutrientes presentes no mesmo possibilitando a biodisponibilidade de moléculas 

complexas para outros organismos (NIIJIMA, 1984; FARFAN, 2010).  

Em alguns locais de ambientes tropicais, onde as minhocas são muitas vezes 

raras, os milípedes podem ser os principais formadores do solo (BRUSCA; BRUSCA, 

2007). Deste modo, os diplópodos representam um dos principais componentes da fauna 

do solo envolvidos com a formação do solo, efetuando a desagregação de detritos, 

dentro do ciclo de decomposição (BUENO-VILLEGAS et al., 2004). 

Nesse sentido, estudos foram realizados com o intuito de obter repostas no 

organismo dos diplópodos frente a agentes contaminantes/estressores e diante do 

conhecimento biológico da espécie R. padbergi somado as características que o grupo 

que esta classe de animais apresenta, os animais desta espécie tornaram-se uma grande 

aliada para análises da qualidade de solo.  

Os diplópodos foram utilizados com sucesso como indicadores da presença de 

metais como cádmio, chumbo e zinco no solo (READ; MARTIN, 1990; KÖHLER; 
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ALBERTI, 1992; ZANGER et al., 1996), na avaliação de solos contendo biossólido, 

lodo de esgoto, vinhaça, herbicida trifluralina, solo industrial contaminado com 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos  (SOUZA et al., 2011; MERLINI et al., 2012; 

CHRISTOFOLETTI et al., 2012; 2013a; b; 2016; COELHO et al., 2017) e, em virtude 

disso foram considerados organismos-teste fundamentais para realizar a avaliação das 

diferentes camadas do solo (SOUZA  et al., 2013).  

 

2.2.2 Minhocas 

Minhocas representam cerca de 92% da biomassa de invertebrados presentes no 

solo; são organismos que participam ativamente do processo de formação do solo, da 

decomposição de resíduos de plantas, da ciclagem de nutrientes da matéria orgânica; 

melhoram a estrutura, fertilidade, porosidade, bem como a capacidade de infiltração, 

drenagem e retenção de água e de ar e, além disso, atuam no transporte de 

microrganismos e nutrientes por meio dos canais formados por suas escavações e 

deslocamentos no solo (HINTON, 2002; INGHAM, 2018). O consumo de matéria 

orgânica em diferentes estágios de decomposição possibilita as minhocas alterarem de 

forma significativa a dinâmica de decomposição e mineralização do solo (FRAGOSO et 

al. 1999; BROWN, DOMÍNGUEZ, 2010). 

A ingestão de solo possibilita que no trato digestório das minhocas o processo 

digestivo resulte na adição de muco ao solo, agregando as partículas e modificando a 

matéria orgânica do solo tanto química, quanto fisicamente; a deposição do conteúdo 

fecal, contendo grandes concentrações de nutrientes, permite a formação de húmus, 

estabilizando os agregados do solo e aumentando sua fertilidade (SHIPITALO; LE 

BAYON 2004) e por estas razões são consideradas "engenheiras do ecossistema", 

representando um tipo de indicador-chave para a saúde do mesmo (NAHMANI  et al., 

2007).  

Com efeito, o nicho ecológico e a importante posição trófica das minhocas nos 

níveis mais baixos das teias alimentares as caracterizam como organismos de 

fundamental importância no solo, na medida em que servem de alimento para vários 

animais representando um importante elo na cadeia trófica terrestre, pois constitui uma 

fonte de recurso para uma grande variedade de organismos, incluindo aves, mamíferos, 

répteis, anfíbios e insetos, bem como na cadeia aquática, podendo ser alimento para 

peixes e outros organismos (HINTON, 2002) e, consequentemente, representa uma rota 

de transferência e biomagnificação de contaminantes ao longo dessas teias (MARION et 
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al., 2012). Somado ao conhecimento sobre seus hábitos alimentares e habitats, esses 

animais são considerados excelentes bioindicadores de ecotoxicidade de substâncias no 

solo indicando a potencial bioacumulação ao longo das teias. 

As minhocas se expõem e absorvem os contaminantes da solução do solo por 

meio de contato direto e passagem pela cutícula e a partir desse contato podem 

intoxicar-se, morrer ou sobreviver, incorporar ou até bioacumular esses poluentes em 

seus tecidos (BURGER, 2006; ANDRÉA, 2010).  

São várias razões pelas quais as minhocas podem ser utilizadas para avaliação de 

contaminação de solos, pois além das características já mencionadas como a ingestão de 

solos, acumulação de poluentes presentes no solo, participação na reciclagem de 

nutrientes, estes animais são simples de serem estudados e mantidos em condições 

laboratoriais, viabilizando a realização de testes ecotoxicológicos (HINTON, 2002). 

Nesse sentido, os testes de toxicidade utilizando-se de minhocas podem fornecer 

medidas diretas da biodisponibilidade dos poluentes ou agentes tóxicos e estabelecem 

ligações entre a contaminação local e os efeitos ecológicos adversos. São importantes 

nas avaliações de exposições agudas, sub-crônicas e crônicas, além de mensurar os 

efeitos biológicos resultantes dessas exposições, tais como, mortalidade, reprodução, 

crescimento e alterações comportamentais (LINFHURST et al., 1995).  

As espécies Eisenia fetida e Eisenia andrei foram criteriosamente estabelecidas 

para diversos testes de toxicidade para fins de registro de agrotóxicos junto aos órgãos 

regulamentadores mundiais (OECD-Organização Européia de Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico; EPA -Agência Americana de Proteção do Ambiente; 

ISO-Organização Internacional para Padronização) e, inclusive no Brasil. 

Testes de fuga, baseados na resposta comportamental das minhocas, têm sido 

propostos como uma alternativa para a rápida avaliação de solos contaminados, 

inclusive em baixas concentrações do produto (BROWN, DOMÍNGUEZ, 2010). Testes 

de reprodução apresentam os fatores de influência no comportamento das minhocas 

diante de um contaminante, o qual pode ocasionar mortalidade, redução do crescimento 

dos animais, diminuição na fertilidade, redução na produção de casulos e na viabilidade 

dos casulos. Ambos os testes são úteis na avaliação dos efeitos e possíveis riscos da 

contaminação de solos, entretanto, normalmente utilizam-se de solo artificial e 

condições que não refletem adequadamente a realidade dos contaminantes no meio 

ambiente (BROWN, DOMÍNGUEZ, 2010; ARBOIT et al., 2016). 
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Diversas pesquisas defendem que os testes ecotoxicológicos realizados no Brasil 

devem ser adaptados e atender à realidade brasileira, como em questões de temperatura, 

substratos, espécies, para que revelem respostas mais realistas sobre os processos de 

contaminação. Os ensaios ecotoxicológicos ainda são pouco explorados no Brasil, 

sendo assim, para a realização de estudos que avaliem a contaminação de amostras de 

solos os métodos internacionais reconhecidos ainda são os mais utilizados (RAMOS et 

al., 2018).  

Os ensaios de ecotoxicidade, utilizando-se das minhocas, podem ser realizados 

em diferentes modalidades e também podem apresentam prós e contras e é importante 

que tanto sua eficiência, quanto suas deficiências sejam identificadas.  

Estes testes podem ser realizados da seguinte forma: ensaio de ecotoxicidade 

aguda, o qual avalia o efeito do solo contaminado sobre a mortalidade após duas 

semanas e tem sido utilizado com minhocas para determinar a toxicidade de agrotóxicos 

no solo para fins de registro. No entanto, muitas vezes, os contaminantes presentes no 

solo podem não matar, mas causar alterações no desenvolvimento, crescimento e 

reprodução dos organismos que nele vivem, e ainda serem acumulados e transferidos 

para outros organismos que se alimentam deles. Por essa razão, se desenvolveram 

outros ensaios; ensaio de ecotoxicidade crônica/teste de reprodução: o qual avalia o 

efeito de concentrações subletais de contaminantes sobre a reprodução das minhocas e 

nesse caso, o número de juvenis gerados ao final de um período mais prolongado de 

exposição (4 a 8 semanas) é comparado entre solo contaminado e não contaminado; 

teste de fuga com minhocas estima rapidamente a capacidade das minhocas de 

“escolher” entre um solo contaminado ou não contaminado, e tem demonstrado 

significativa sensibilidade no diagnóstico da qualidade do solo; ensaio de 

bioacumulação: calcula a capacidade do animal em acumular um determinado 

contaminante ao longo do tempo, é um ensaio especialmente importante para avaliar se 

o contaminante poderá afetar a cadeia alimentar do ecossistema (SOCIEDADE 

NACIONAL DE AGRICULTURA, 2016). 

 

2.2.3 Enquitreídeos 

 Os enquitreídeos, conhecidos como microminhocas, são pequenos oligoquetos 

da família Enchytraeidae, representantes da mesofauna terrestre que ocorrem em quase 

todos os tipos de solos e habitam principalmente os primeiros 5 centímetros de solo, 

onde a umidade e a temperatura são importantes atributos para sua distribuição; animais 
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saprófagos, microbívoros desempenham funções de decompositores da matéria 

orgânica, ciclagem de nutrientes e proporcionam a bioturbação do solo, conjunto de 

processos realizados por organismos que movimentam os componentes do solo (BOT; 

BENITES, 2005; NIVA et al., 2010; CASTRO-FERREIRA et al., 2012).  

O fato de habitarem as camadas mais superficiais do solo permite que 

contribuam com microporosidade do mesmo, devido ao hábito de produzir galerias para 

seu deslocamento e sua atividade trófica contribui para o controle populacional de 

microrganismos (HEDLUND; AUGUSTSSON, 1995; VANVLIET et al., 2004). São 

animais com grande sensibilidade a variações de pH e teores de matéria orgânica e por 

esta razão manejos empregados ao solo podem influenciar a ocorrência dos 

enquitreídeos (JÄNSH et al., 2005). 

 Diante de suas características os enquitreídeos tornaram-se uma espécie modelo 

na ecotoxicologia de solo. O bom desempenho da espécie Enchytraeus crypticus em 

testes de toxicidade a designa como espécie modelo adequada em testes de reprodução, 

revelando respostas confiáveis e rápidas, além de atender aos critérios de validade para 

os testes (CASTRO-FERREIRA et al., 2012).  

 A Organização Internacional para Padronização estabelecida para efeitos de 

contaminantes em Enchytraeidae (Enchytraeus sp.) – Determinação de efeitos na 

reprodução ( ISO-16387, 2013) recomenda testes tanto com E. crypticus quanto com E. 

albidus, ambas espécies estão aptas e são adequadas para as avaliações de solo. 

 Os enquitreídeos (especialmente E. albidus) são usados em testes laboratoriais 

ecotoxicológicos há mais de 30 anos e o primeiro teste com E. albidus em água teve 

como objetivo avaliar os efeitos dos medicamentos veterinários no final dos anos 60. 

No início dos anos 90, vários grupos de pesquisa começaram a desenvolver diferentes 

abordagens de teste para os enquitreídeos usando-se vários substratos, como água, ágar 

ou solo (RÖMBKE; MOSER, 2002). 

 Diversos fatores de estresse, como chuva ácida, metais, produtos químicos 

ambientais, produtos farmacêuticos, pesticidas, fertilizantes, gradiente de poluição 

foram testados em investigações laboratoriais utilizando-se de enquitreídeos e os 

resultados destes testes forneceram uma boa indicação dos efeitos que poderiam ser 

esperados em condições de campo (DIDDEN; RÖMBKE, 2001; TOSZA et al., 2010; 

CHELINHO et al., 2014; ALVES et al., 2015; MACCARI et al., 2015). Estes animais 

também fornecem respostas importantes em avaliação da biodisponibilidade de 
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produtos químicos ou do teste do solo qualidade após a biorremediação (RÖMBKE; 

MOSER, 2002). 

 Nesse sentido, o emprego destes animais em testes ecotoxicológicos revelou-se 

ser de grande importância para comunidade cientifica, pois a fácil manipulação e cultivo 

dos enquitreídeos em laboratório, bem como a reprodutibilidade do método de teste 

dentro e entre laboratórios, somado ao bom desempenho dos testes, validou a utilização 

dos enquitreídeos como eficiente ferramenta de análise ambiental. 

 

2.2.4 Colêmbolos 

 Os colêmbolos são um grupo de microartrópodes pertencentes à mesofauna; 

cosmopolitas, são habitantes do solo, mas podem ser encontrados em diversos habitats, 

principalmente ambientes úmidos, folhas, serrapilheira, matéria em decomposição, 

superfície de águas paradas, sobre a neve ou gelo e em ambientes subterrâneos; atuam 

como dispersores de fungos; auxiliam na decomposição da matéria orgânica por meio 

de escavações e transporte do material mineral e orgânico, juntamente com outros 

invertebrados; alimentam-se também de bactérias, fezes de artrópodos, pólen, algas, 

entre outros tipos de matéria orgânica (ZEPPELINI FILHO; BELLINI, 2004; UHLIG, 

2005; BARETTA et al., 2008; OLIVEIRA-FILHO; BARETTA, 2016). 

No ambiente subterrâneo, representam importância fundamental, uma vez que 

aumentam a superfície orgânica disponível para os microrganismos mineralizadores, 

facilitando o processo de decomposição. Posicionam-se na base da rede trófica, 

aumentando o aporte dos nutrientes para produtores e consequentemente contribuindo 

para a manutenção dos ecossistemas terrestres. Por estas razões os colêmbolos podem 

ser empregados como bioindicadores ecológicos, uma vez que são suscetíveis a 

qualquer alteração antrópica ou desequilíbrio ecológico (TRAJANO; BICHUETTE, 

2006). 

Os colêmbolos, como parte integrante dos ecossistemas do solo, são vulneráveis 

aos efeitos de contaminação do solo e a abundância e diversidade dos colêmbolos faz 

com que estes organismos sejam amplamente utilizados na avaliação de impactos 

ambientais de uma série de poluentes em solos (VAN STRAALEN, 2002). 

A sensibilidade que estes microartrópodes apresentam em relação à modificação 

das suas condições ambientais torna sua utilização uma importante ferramenta para o 

estudo da influência de fatores físico-químicos e microbiológicos sobre a fauna do solo 

(BARETTA et al., 2008). 
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A análise das famílias de colêmbolos pode ser importante para avaliar e 

monitorar as áreas perturbadas por atividade antrópicas, assim como desenvolver 

estratégias de uso e conservação do solo (RIBEIRO-TROIAN et al., 2009). Por estas 

razões esses invertebrados do solo são comumente empregados na avaliação 

ecotoxicológica de solos contaminados, pois são bastante sensíveis a algumas classes de 

contaminantes, possuem a capacidade de evitar solos contaminados, são resistentes e de 

baixo custo para a realização dos testes (SANTANA et al., 2009; SOUZA et al., 2013; 

NATAL-DA-LUZ et al., 2004). 

Na Europa, desde 1999, uma linha de pesquisa desenvolveu-se com a utilização 

do colêmbolo da espécie Folsomia candida, na padronização de testes de riscos 

ambientais, monitorando poluentes no solo (CROUAU et al., 2002) regulamentado pela  

Organização Internacional para Padronização estabelecida para qualidade do solo com o 

teste de evitação para determinar a qualidade dos solos e efeitos de produtos químicos 

no comportamento (ISO-17512-2, 2011) e o teste para inibição da reprodução de 

colêmbolos por poluentes do solo (ISO-11267, 1999). 

Os testes de reprodução tornam-se importantes para estudos ecotoxicológicos 

devido a sua influência na dinâmica populacional (DENNEMAN; VAN STRAALEN, 

1991), enquanto que os testes de fuga/evitação é uma alternativa rápida de avaliação, 

devido ao seu curto período de exposição e sua alta sensibilidade (HUND-RINKE et al., 

2003). 

Após ser bem estabelecida a espécie F. candida foi utilizada com sucesso em 

ensaios ecotoxicológicos para avaliar o efeito de diversos compostos como, por 

exemplo: dejetos suínos, com e sem antibióticos, lodo de esgoto, herbicidas, fungicidas, 

inseticida, fertilizantes (DOMENE et al., 2007; NATAL-DA-LUZ et al., 2008; 2011; 

2012; ALVES et al., 2014; 2015; CHELINHO et al., 2014; ZORTÉA et al., 2015; 

MACCARI et al., 2016). 

 

2.3 Ecotoxicologia e suas ferramentas de análises 

A ecotoxicologia é a ciência que estuda os efeitos das substâncias 

químicas/contaminantes sobre os organismos vivos. As respostas, agudas ou crônicas, 

observadas nos organismos-teste utilizados apresenta-se como uma ferramenta auxiliar 

nas análises de impactos ambientais causados por tais elementos, estimando sua 

toxicidade em relação ao organismo-teste. As avaliações vão desde poluentes no ar, 
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água, solos e sedimentos, percorrendo a cadeia alimentar com transformações químicas 

e biotransformação (WALKER, 2012; SILVA et al., 2015). 

É uma prática que presume a realização de testes de toxicidade que determinam 

o grau ou o efeito biológico de uma substância desconhecida ou de uma substância-teste 

(como drogas, hormônio, químicos, etc), feito por meio de comparação experimental do 

efeito da substância testada com efeitos causados por uma substância conhecida 

(USEPA, 1995; CHAPMAN, 2006). 

Logo, o objetivo das análises ecotoxicológicas consiste em conhecer os efeitos 

dos contaminantes na fauna/macrofauna/microfauna do solo, bem como promover o 

restabelecimento dos ecossistemas, além de prevenir, em detrimento de 

remediar/corrigir, os problemas provocados por estas substâncias, protegendo a 

estrutura e o funcionamento dos ecossistemas (CARVALHO; PIVOTO, 2011).  

Deste modo, somente os sistemas biológicos podem detectar os efeitos tóxicos 

das substâncias, demonstrando a importância destas análises na detecção de riscos à 

biota encontrada no local de enfoque da pesquisa (MAGALHÃES; FERRÃO FILHO, 

2008). 

São vários os meios para que avaliações ecotoxicológicas possam ser realizadas. 

A utilização de ferramentas como a microscopia eletrônica de transmissão em 

associação com alterações morfológicas podem ser utilizadas como biomarcadores 

(FONTANETTI et al., 2012); as proteínas de choque térmico, HSPs podem ser 

utilizadas como marcadoras moleculares na avaliação de toxicidade de diferentes 

compostos, especificamente a HSP70, pois são amplamente utilizadas para monitorar 

ecossistemas (FONTANETTI et al., 2011); marcadores enzimáticos de morte celular 

(método de TUNEL) também têm sido utilizados com sucesso em avaliações 

ecotoxicológicas (BOARU et al., 2006; LEE et al., 2014; RODE; EISEL, 2008)  e testes 

de risco ecológico estabelecidos por organizações competentes (OECD; EPA; ISO) 

também são propostas de ferramentas sensíveis e potenciais para o alerta precoce de 

possíveis contaminações e estresses ambientais (VAN GESTEL, 2012). 

A ecotoxicologia no Brasil é regulamentada pelo CONAMA (Conselho Nacional 

do Meio Ambiente), o qual estabelece os padrões de controle da poluição ambiental, é a 

principal ferramenta legal que define os testes para determinar o efeito deletério de 

agentes físicos ou químicos em organismos-teste, juntamente com a Associação 

Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) elaboram as normas para os testes, 
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padronizando o tipo de procedimento que deve ser realizado, visando adaptar esses 

testes às necessidades do país. 

 

2.3.1 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

A microscopia eletrônica de transmissão demonstrou ser uma ferramenta 

eficiente para analisar o potencial tóxico de certos compostos, visto que permite uma 

melhor compreensão dos efeitos dos contaminantes sobre os organismos em estudo, 

revelando os riscos que eles representam. Devido à alta resolução é possível visualizar 

qual o nível de integridade e preservação das organelas do material analisado e avaliar 

as principais respostas biológicas dos organismos vivos à ação de poluentes de maneira 

precisa (FONTANETTI et al., 2012). 

A análise ultraestrutural de órgãos-alvo de várias espécies de invertebrados 

terrestres revelou que as organelas de uma célula apresentam diferentes suscetibilidades 

aos poluentes e demonstram diferentes graus de reação frente a um agente estressor. Em 

outras palavras, as observações ultraestruturais podem variar em diferentes níveis de 

modo a fornecer evidências qualitativas de uma adaptação funcional ao ambiente 

externo, indicando os estágios iniciais de toxicidade no organismo exposto (KÖHLER; 

TRIEBSKORN, 1998). 

Os organismos mais apropriados para avaliação dos efeitos de substâncias 

nocivas têm sido invertebrados pertencentes às classes Nematoda, Oligochaeta, 

Gastropoda, Isopoda, Diplopoda e Collembola, pois suas caraterísticas e seus habitats 

somados ao contato direto com os contaminantes permitem sinalizar as respostas do 

meio ambiente diante de agentes estressores (SPADOTO  et al., 2004; 

CHRISTOFOLETTI et al., 2016). 

A utilização de organismos biondicadores juntamente com o emprego desta 

ferramenta tem sido apresentada com sucesso em diversos trabalhos na área de 

ecotoxicologia. Fontanetti et al. (2012) realizaram uma revisão sobre inúmeros trabalhos 

que utilizaram da microscopia eletrônica de transmissão, demonstrando sua eficiência 

numa diversidade de contaminações ambientais, em diferentes  animais bioindicadores, 

bem como as reações celulares encontradas sob diferentes substâncias expostas.  

Independentemente de quais testes adicionais são utilizados, a microscopia 

eletrônica de transmissão continua sendo o padrão-ouro das análises; embora seja mais 

demorada, cara e exija fixação especial, os resultados são inequívocos (ELMORE et al., 

2016). 
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2.3.2 HSP70 (Heat Schok Protein 70) 

A revisão realizada para este item foi compilada em um artigo, publicado no 

periódico Water, Air and Soil Pollution, o qual se encontra a seguir. 

 

Resumo 

HSP70 são as proteínas mais estudadas e entre todas as HSPs são destacadas 

devido à sua alta sensibilidade e abundância, além de serem ubiquamente expressas e 

associadas a todos os compartimentos subcelulares. Por esta razão, este trabalho aborda 

especificamente a HSP70, uma vez que suas múltiplas responsabilidades participam 

ativamente da homeostase de todos os organismos vivos e sua rápida resposta a 

qualquer agente estressor é eficiente na avaliação dos processos de 

poluição/contaminação ambiental. As HSP70, proteínas de choque térmico classificadas 

deste modo de acordo com seu peso molecular de 70 kDa, são proteínas que 

mantiveram suas estruturas conservadas desde os organismos mais primitivos até os 

mais complexos; pertencem à família das chaperonas, as quais apresentam diferentes 

organizações estruturais, porém, com funções similares; em geral participam do 

processo de dobramento correto de proteínas, no entanto, foi descrito que também 

participam de inúmeros processos complexos do metabolismo; sua síntese, geralmente, 

pode ser aumentada, ou diminuída, em condições estressantes. A ativação clássica desta 

proteína é decorrente da elevação da temperatura ambiental, mas vários fatores podem 

desencadear o processo de expressão de gene desta proteína, não só como o aumento ou 

diminuição do calor ou do frio, mas também a exposição a substâncias de natureza 

química, física ou biológica (metais, inibidores de metabolismo, agentes 

quimioterápicos, processos inflamatórios e infecciosos, processos que levam a morte 

celular, o próprio ciclo de divisão celular e fatores de crescimento, mecanismos 

celulares considerados normais). Diante da ampla repercussão que estas proteínas 

apresentam nos organismos, estejam eles expostos a qualquer substância, ou 

simplesmente estejam passando por períodos comumente esperados em sua fisiologia 

ou até mesmo do meio ambiente, inúmeros estudos foram desenvolvidos com o intuito 

de avaliar a relação entre o nível de expressão do gene que aumenta, ou diminui, e a 

produção destas proteínas pelos organismos vivos em condições adversas, verificando 

desde modo, não só as alterações climáticas e de temperatura, que afetam a fisiologia 

dos mesmos, mas também níveis de poluição e contaminação ambiental. Nesse sentido, 
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esse trabalho tem por objetivo realizar uma revisão bibliográfica, compilando diversos 

estudos sobre as HSP70, bem como apresentar suas funções, as diferentes aplicações e 

os resultados da utilização dessas proteínas como biomarcadora na avaliação de 

ambientes com possíveis contaminações, apresentando suas diferentes variações nos 

diferentes grupos animais expostos a inúmeras situações ambientais.  

 

Palavras-chaves: biomarcadora molecular; estresse celular; estresse ambiental; 

bioindicadores; proteínas de choque térmico. 
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2.3.3 Método de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP 

nick end labeling)  

TUNEL (TdT-mediated X dUTP nick labeling) é uma técnica que detecta a 

apoptose, ou seja, a morte celular programada, identificando o processo de clivagem do 

DNA nuclear, o qual pode ocorrer não só por fatores genéticos, mas também por fatores 

externos, como por exemplo, processos imunológicos, infecciosos e contanto com 

substâncias tóxicas (GAVRIELI et al.,1992; ZHANG et al., 2001).   

Os mecanismos de apoptose são altamente complexos e sofisticados, envolvendo 

uma cascata de eventos moleculares dependentes de energia. A via intrínseca é 

caracterizada pelo aumento da permeabilidade da mitocôndria, liberação do citocromo 

c, formação de um complexo multiprotéico denominado “apoptosoma” e início da 

cascata de caspases através da caspase 9, enquanto que a via extrínseca envolve ligantes 

pró-apoptóticos (FasL/FasR, TNF-α/TNFR1, etc.), ligação com receptores de morte 

transmembrana, transdução de sinais intracelulares, ligação de proteínas adaptadoras, 

formação de complexo de sinalização indutor de morte (DISC) e, em seguida, início da 

cascata de caspases através da caspase 8 (ELMORE et al., 2016). 

Os fatores que determinam qual via apoptótica é ativada incluem o estágio do 

ciclo celular, o tipo e a magnitude dos estímulos e, para as células imunes, o estágio da 

ativação celular. Diferentes vias apoptóticas podem ocorrer concomitantemente e ao 

contrário da necrose, a apoptose pode ser, sob certas circunstâncias, reversível 

(ELMORE et al., 2016). 

A degradação extensiva do DNA é um evento característico que ocorre nos 

últimos estágios da apoptose. A clivagem do DNA pode produzir fragmentos de DNA 

LMW (Low Molecular Weight) de fita dupla (mono- e oligonucleossomos), bem como 

quebras de fita simples (“nicks”) em DNA HMW (High Molecular Weight). Essas 

quebras da fita de DNA podem ser detectadas pela marcação enzimática da extremidade 

livre 3'-OH de terminais com nucleotídeos modificados (X-dUTP, X = biotina, DIG ou 

fluoresceína). Enzimas adequadas para essa marcação incluem DNA polimerase (nick 

translation) e desoxinucleotidil terminal transferase (RODE; EISEL, 2008).  

O método de marcação final TUNEL (marcação de extremidade nick-dUTP 

mediada por TdT) permite a detecção altamente sensível de apoptose em tecidos e 

células individuais, pois identifica, mais especificamente, as células na fase tardia da 

apoptose (ELMORE et al., 2016). A desoxinucleotidil transferase terminal (TdT) é 
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capaz de marcar extremidades de quebra de DNA de cadeia dupla, independentemente 

de um molde (RODE; EISEL, 2008). 

Um método sensível e rápido, a reação de TUNEL é mais específica para a 

apoptose e o uso combinado das técnicas de tradução por quebra in situ (situ nick-

translation-ISNT) e de um terminal transferase (TUNEL) podem ser útil para diferenciar 

apoptose celular e necrose (BEN-SASSON et al., 1995; WILLINGHAM, 1999). 

 

2.3.4 Testes de fuga e reprodução 

 Os sistemas de testes ecotoxicológicos são aplicados para obter informações 

sobre os efeitos de contaminantes no solo e são propostos para complementar a análise 

química convencional. Para tanto, a ISO (International Organization for Standardization 

- Organização Internacional de Normalização) encarrega-se de listar a caracterização de 

sistemas de teste recomendados e padronizados, além de orientar sobre a escolha e 

avaliação dos bioensaios adequados aos tipos de análises (ISO, 2011).  

Nesse sentido, os testes de ecotoxicidade aguda, ou seja, o teste de evitação/fuga 

fornecem respostas rápidas, expressando o efeito letal nos indivíduos submetidos a 

agentes estressores, enquanto que testes de ecotoxicidade crônica, como o teste de 

reprodução, tem por objetivo de avaliar efeitos subletais aos organismos, verificando se 

o número de indivíduos gerados na primeira geração foi alterado em contato com s 

substância testada (MACCARI et al., 2015). 

 Diante disso a ISO-11267 (1999) estabelece os critérios para o teste de 

reprodução padronizando os colêmbolos da espécie F. cândida como indicadores de 

poluentes de solo; a ISO-17512-1 (2008) descreve um método controle qualidade do 

solo o teste de evitação para determinar a qualidade dos solos e efeitos de produtos 

químicos no comportamento de minhocas das espécies E. fetida e E. andrei; a ISO-

11268-2 (2011) descreve um método de teste de reprodução baseado na determinação 

de efeitos subletais de solos contaminados em minhocas adultas das espécies E. fetida e 

E. andrei, consideradas representantes padronizadas da fauna do solo; a ISO-17512-2 

(2011) descreve um método de teste de fuga para determinar a qualidade dos solos e 

efeitos de produtos químicos no comportamento de colêmbolos da espécie F. candida; a 

ISO-16387 (2013) descreve um método de teste de qualidade do solo avaliando efeitos 

de contaminantes em Enchytraeidae (Enchytraeus sp.), determinando os efeitos na 

reprodução destes animais, as espécies mais empregadas neste teste são E. albidus e E. 

crypticus.  
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Os testes de fuga/evitação demonstraram que os colêmbolos apresentam uma 

sensibilidade distinta em relação a vários contaminantes quando comparado com 

minhocas, complementando as informações obtidas nos testes de evitação com 

minhocas e viabilizando-os como ferramenta para avaliação do potencial tóxico de solos 

(NATAL-DA-LUZ et al., 2004; ISO-17512-2, 2011).  

 

3. OBJETIVOS 

O objetivo geral deste estudo foi avaliar os efeitos da aspersão da vinhaça bruta no solo, 

bem como da vinhaça tratada (com CaO para ajuste de pH), simulando o que 

comumente ocorre no cultivo da cana-de-açúcar, poderia interferir negativamente em 

representantes típicos da fauna edáfica, como diplópodos, minhocas, enquitreídeos e 

colêmbolos, visto que estes animais são considerados excelentes bioindicadores da 

qualidade do solo; e deste modo, colaborar para um maior conhecimento dos efeitos da 

vinhaça no solo, comparando os efeitos observados nos bioindicadores expostos à 

vinhaça bruta e à vinhaça após ajuste de pH, afim de verificar se a neutralização do pH 

do resíduo é uma alternativa para minimizar os efeitos deste resíduo. 

Os objetivos específicos consistiram em: 

1. Expor de espécimes do diplópodo R. padbergi, ao solo contendo vinhaça bruta e ao 

solo contendo vinhaça tratada (ambas em concentrações de campo, estabelecida pela 

CETESB, e o dobro desta concentração), por um período de 30 dias, a fim de analisar os 

efeitos causados no intestino médio destes animais, órgão de interesse para análises 

toxicológicas. A investigação foi realizada por análises ultramorfológicas do órgão e por 

aplicação de técnicas de imunomarcação de HSP70, para verificar o estresse celular, e 

pelo método de TUNEL para detecção de morte celular com quebra de DNA.  

2. Avaliar o potencial tóxico da vinhaça bruta e da vinhaça tratada, por meio de testes de 

fuga e testes de reprodução utilizando as espécies F. candida (Collembola), E. andrei 

(Annelida) e E. crypticus (Annelida). 

  

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Material biológico 

Para realização dos bioensaios foram utilizados os seguintes organismos-teste:  

- Espécimes adultos de ambos os sexos do diplópodo R. padbergi, os quais foram 

coletados no Campus da UNESP, Rio Claro; os animais foram previamente aclimatados 

em laboratório por 15 dias em terrário contendo como substrato com terra oriunda do 
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local de coleta, temperatura de ± 23
o
C e fotoperíodo controlado 12 horas claro/12 horas 

escuro. 

- Espécimes do colêmbolo F. candida com 10 a 12 dias de vida, mantidos em 

laboratório a 20 ± 2
o
C e com fotoperíodo 12 horas claro/12 horas escuro. 

- Espécimes do anelídeo E. andrei, adultos e clitelados, mantidos em laboratório a 20 ± 

2
o
C e com fotoperíodo 12 horas claro/12 horas escuro. 

- Espécimes do anelídeo E. crypticus, adultos com clitelo, mantidos laboratório a 20 ± 

2
o
C e com fotoperíodo 12 horas claro/12 horas escuro. 

 

4.2 Solo para montagem dos bioensaios com diplópodos  

O solo utilizado para a realização dos bioensaios com os diplópodos foi coletado 

no Campus da UNESP-Rio Claro, solo este classificado como latossolo, o agrupamento 

mais representativo do estado de São Paulo (OLIVEIRA, 1999). 

 

4.3 Solo para os testes de fuga e reprodução 

O solo utilizado nos testes de fuga e reprodução foi o solo artificial 10% (SAT), 

preparado em laboratório de acordo com protocolo proposto para tais testes. A mistura 

foi composta de 10% de fibra de coco, 20% de caulino em pó e 70% de areia fina. Em 

seguida, realizou-se a medição e correção do pH e avaliação da capacidade de retenção 

de máxima de água (WHC) do solo, valores fundamentais para realização dos cálculos 

de disponibilização dos resíduos no solo e exposição dos animais.   

Para medição do pH foram dispostos 5g de SAT em frascos de plástico e 

adicionados 25mL de KCl 1M. Foram realizadas cinco réplicas deste procedimento, 

para descartar a possibilidade de valores discrepantes, e após 2 horas o pH foi medido. 

O valor do pH ficou definido em 4,89. 

A correção do pH do SAT foi feita com CaCO3 e devido ao fato do pH 

encontrado estar próximo do valor definido como “ótimo”, de acordo com a curva de 

pH estabelecida nos protocolos utilizados para estes experimentos, foi adotada a 

correção de 0,05% do pH do SAT. Os cálculos foram feitos da seguinte forma: 0,05% 

do valor total do solo do experimento = valor de CaCO3 (g) a ser adicionado no SAT 

para a correção. 

A capacidade de retenção máxima de água do solo (WHC) foi realizada com o 

auxilio de um kit composto por três frascos de vidro (cadinho filtrante com placa 

porosa) específicos para medição da WHC, os quais tinham areia solidificada na base. 
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Os frascos foram pesados antes de colocar o solo para obtenção da tara do frasco (tara 

seca), em seguida foi umedecida a areia da base dos frascos e estes foram pesados para 

obtenção da tara úmida. Foi colocado solo nos frascos até que atingisse que completasse 

a capacidade máxima dos mesmos, por conseguinte, estes frascos foram colocados num 

recipiente contendo água, a qual entrou por capilaridade nos frascos umedecendo o solo; 

uma vez que os solos estavam completamente úmidos o recipiente foi completamente 

cheio com água até cobrir os frascos. Após 1:30h os frascos foram retirados do 

recipiente com água e transferido para um recipiente seco a fim de que o excesso de 

água fosse escoado dos frascos, estes foram pesados para obtenção do peso fresco, em 

seguida os frascos foram levados para estufa a 105°C por 12 horas e pesados para 

obtenção do peso seco.  

Os valores obtidos encontram-se na tabela a seguir: 

 

Tabela 1. Método para determinação da WHC. 

Frasco Tara seca - 

TDW (g) 

Tara úmida - 

TFW (g) 

Tara seca + solo 

úmido - FW (g) 

Tara úmida + solo 

seco – DW (g) 

WHC 

(%) 

1 49,8 50,9 111,07 85,0 70,9 

2 49,5 51,0 113,66 86,2 70,7 

3 49,8 51,2 110,67 84,6 70,9 

 

 Aplicando os valores na fórmula obtém-se o valor da WHC:  

 

WHC-F1 = [(FW – TFW) – (DW – TDW)] x 100  =  [(111,07 – 50,9) – (85 – 49,8) ] x100 

                                  (DW – TDW)                                                   (85 – 49,8) 

WHC-F1 = 70,9% 

WHC-F2 = [(113,66 – 51,0) – (86,2 – 49,5)] x100  

                                      (86,2 – 49,5) 

WHC-F2 = 70,7% 

WHC-F3 = [(110,67 – 51,2) – (84,6 – 49,8)] x100 

                                    (84,6 – 49,8) 

WHC-F3 = 70,9% 
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 A média dos três valores obtidos é o valor definido da WHC do SAT 10% 

utilizado nos experimentos: 

WHC SAT 10% = 70,9 + 70,7 + 70,9 = 70,8% 

                                          3 

4.4 Vinhaça bruta 

A vinhaça foi coletada em usina localizada no interior do estado de São Paulo, 

Brasil. O efluente foi coletado próximo da montagem dos experimentos e mantido em 

câmara fria (4°C), até o início dos mesmos. Foi testada a dose a ser aplicada após 

análise do solo. Para o cálculo do uso da vinhaça foram necessárias as análises físico-

químicas desta e do potencial agronômico do solo.  

Porcentagem (%) de vinhaça de cana-de-açúcar: quantidade definida após 

análises agronômicas e físico-químicas do solo e da vinhaça. Para simular a 

fertirrigação da cultura de cana-de-açúcar com a vinhaça seguiu a norma P4231 da 

Companhia Ambiental do Estado de São Paulo (CETESB), agência do governo 

responsável pelo controle e fiscalização de atividades geradoras de poluição. 

- Cálculos para a aplicação de vinhaça, segundo a norma P4.231, da CETESB 

A dosagem máxima de vinhaça a ser aplicada é determinada pela seguinte 

equação, na qual são inseridos os dados obtidos pelas análises químicas do solo e 

vinhaça: 

m
3
 de vinhaça/ha  =  [(0,05 x CTC – ks) x 3744 + 185]     

                                                         kvi                                                                                                          

Sendo:                                                                 

0,05 = 5% da CTC do solo. 

CTC = Capacidade de Troca Catiônica, expressa em cmolc/dm³. 

ks = concentração de potássio no solo, expresso em cmolc/dm³, à profundidade de 0 a 

0,80m. 

3744 = constante para transformar os resultados da análise de fertilidade, expressos em 

cmolc/dm³ ou meq/100 cm³, para kg de potássio em um volume de 1 (um) hectare por 

0,80m de profundidade. 
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185 = massa, em kg, de K2O extraído pela cultura por hectare, por corte. 

kvi = concentração de potássio na vinhaça, expressa em kg de K2O /m³. 

 Foram testadas as seguintes concentrações de vinhaça: o recomendado para uso 

em cultura de cana de acordo com a norma estabelecida pela CETESB e o dobro 

simulando o uso abusivo e sem controle da vinhaça em campo. 

 Aplicando os valores obtidos a partir das análises físico-químicas do solo e da 

vinhaça na fórmula tem-se:  

 

m
3
 de vinhaça/ha  = [(0,05 x 5,34 – 0,14) x 3744 + 185] 

                                                         0,283 

 m
3
 de vinhaça/ha  =    [(0,127) x 3744 + 185]      =          475,488 + 185 

                                                  0,283                                            0,283 

m
3
 de vinhaça/ha  =      660,488                                    

                                        0,283 

 

m
3
 de vinhaça/ha  = 2333,87 m³/ha  

Para aplicação da vinhaça em 1 dm³: 

1m
3
 = 1000dm

3
 = 1L 

1m
3 

                      1000dm
3 
 

2333,87 m
3  

           x 

x = 2333870 dm
3
/ha  

2,33L                         1ha                        8 x 10
6 

y                                                               dm
3 

 

y = 0,29163 dm
3 

Considerando a área, o volume e a densidade dos terrários, temos: 

1dm
3
                        0,29163 dm

3
 

5,0625 dm
3
                        z 

z = 1,476 dm
3
 ou 147mL ÷ 2 = 73,5mL de vinhaça/terrário para uma coluna de 5cm 

de solo. 
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4.5 Vinhaça tratada 

 A vinhaça tratada foi obtida por meio da adição de CaO. A partir das dosagens 

estabelecidas para vinhaça bruta na concentração de campo e no dobro desta 

concentração os mesmo valores foram atribuídos para vinhaça tratada. Foram somadas 

as dosagens para concentração de campo e multiplicada pelas três réplicas e o mesmo 

para as dosagens no dobro da concentração de campo. No volume total foi adicionada a 

cal até que o pH do resíduo apresentasse o valor 7,0 e deste volume final foram retiradas 

as quantidades calculadas que caberiam a cada terrário. A seguir encontram-se os 

respectivos cálculos: 

Volume total de vinhaça na concentração de campo: 73,5 mL x 3 (número de 

réplicas) = 220,5 mL 

Volume total de vinhaça no dobro da concentração de campo: 147 mL x 3 (número 

de réplicas) = 441 mL 

Volume total de vinhaça: 661,5 mL + 0,516 g de CaO 

 

4.6 Análises físico-químicas da vinhaça bruta e do solo 

As análises do potencial agronômico do solo e físico-químicas do solo e das 

vinhaças, bem como a quantificação dos metais (Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn) 

foram realizadas por laboratório especializado (Análises Ambientais ASL®). 

 

4.7 Preparação das amostras de solo para bioensaios com R. padbergi 

 Para a montagem dos experimentos, a vinhaça bruta e a vinhaça tratada para 

ajuste de pH em 7,0 foram distribuídas sobre o solo controle em aquários de vidro de 

dimensões 20 cm de largura, 25 cm de altura e 45 cm de comprimento. Os bioensaios 

foram montados em triplicata e a disposição foi da seguinte forma: 

1. Controle: 5 Kg de solo + 10 diplópodos 

2. Vinhaça bruta na concentração de campo: 5 Kg de solo + 73,5mL vinhaça bruta + 10 

diplópodos.  

3. Vinhaça tratada na concentração de campo: 5 Kg de solo + 73,5mL vinhaça tratada + 

10 diplópodos. 

4. Vinhaça bruta no dobro da concentração de campo: 5 Kg de solo + 147mL vinhaça 

bruta + 10 diplópodos. 

5. Vinhaça tratada no dobro da concentração de campo: 5 Kg de solo + 147mL vinhaça 

tratada + 10 diplópodos. 
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4.8 Teste de toxicidade em R. padbergi 

Após o término do período de 30 dias exposição foram coletados três indivíduos 

de cada bioensaio, os animais foram anestesiados com éter sulfúrico e dissecados em 

placas de petri contendo solução fisiológica para a retirada do intestino médio. Em 

seguida, amostras do material foram colocadas em fixadores de acordo com a técnica a 

ser aplicada. 

 

4.8.1 Ultraestrutura 

Foram realizadas análises utraestruturais para verificação dos efeitos do resíduo, 

bruto e tratado, nas células que compõem o intestino médio dos animais. 

As amostras do material foram fixadas em glutaraldeído 2,5% em tampão 

cacodilato 0.1M a 4ºC por 24 horas, após a fixação o material foi transferido para o 

tampão fostato de sódio - PBS (pH 7,4) e armazenado a 4°C para posterior 

processamento. 

 Para a análise ultraestrutural as amostras fixadas foram lavadas em tampão 

cacodilato e pós-fixados em tetróxido de ósmio 1% por 2 horas. O material foi 

novamente lavado no mesmo tampão, colocado em álcool 10% por 15 minutos e 

contrastado com acetato de uranila 2% em álcool 10% por 4 horas. Em seguida, foi feita 

uma desidratação em série crescente de acetona e submetido à solução resina: acetona 

(1:1) por 12 horas; o material foi embebido em resina Epon-araldite com catalisador por 

24 horas e levado para estufa a 70ºC por 24 horas para a polimerização da resina, em 

seguida foi seccionado em ultramicrótomo e as grades obtidas foram contrastadas com 

acetato de uranila e citrato de chumbo e observadas ao microscópio eletrônico de 

transmissão Philips CM 100 para posterior documentação. As alterações morfológicas 

observadas no intestino médio dos animais foram analisadas semi-quantitativamente da 

seguinte forma: a partir da junção do protocolo de Christofoletti et al. (2016) e de 

Köhler e Triebskorn (1998) foi elaborado um protocolo de análise para as alterações 

ultraestruturais encontradas no intestino médio dos diplópodos; os danos celulares 

foram classificados de acordo com um fator de importância e escores de 0 a 6 foram 

estabelecidos para classificar as alterações ultraestruturais conforme o nível ou extensão 

da alteração observada; os resultados da avaliação ultraestrutural semiquantitativa foram 

obtidos comparando as alterações nos tecidos do intestino médio de indivíduos expostos 

aos solos contaminados com as diferentes concentrações de vinhaça aos indivíduos 

expostos ao solo controle; a distribuição dos dados quanto à normalidade e a 
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homogeneidade de variâncias foram avaliadas pelos testes de Shapiro Wilk e Levene e 

foi realizado Teste de Análise de Variâncias (ANOVA) seguido pelo Teste de Dunnett 

para comparações múltiplas dos efeitos entre os diferentes grupos. 

 

4.8.2 Imunomarcação da proteína de choque térmico HSP70 (Imuno-histoquímica) 

Amostras do material fixado em paraformoldeído 4% por 24 horas, foram 

desidratadas em série crescente de álcool gelado preparado com tampão fosfato de 

sódio-PBS pH 7,4 (15, 30, 50, 70, 85, 90, e 95%) durante 20 minutos cada banho. Em 

seguida, o material foi colocado em xilol + álcool por 20 minutos e em seguida xilol 

também por 20 minutos. Após este procedimento, foi feita a embebição do material em 

parafina líquida (Paraplast), sendo três trocas de 8 horas cada e inclusão em parafina 

ultra-pura (Paraplast). Posteriormente, o material foi seccionado em secções de 6µm 

com auxílio do micrótomo; as secções foram então hidratadas e recolhidas em lâminas 

apropriadas para imuno-histoquímica (Immunoslide, Ref. EP-51-30185). 

Para a realização da imuno-histoquímica, foi seguido um protocolo adaptado 

proposto por Coelho et al. (2017). Para marcação da HSP70 foi utilizado o anticorpo 

primário (monoclonal anti heat shock protein 70 - HSP70 produzido em mouse, Sigma) 

e, em seguida, o anticorpo secundário (anti mouse IgG molécula inteira) conjugado com 

fosfatase alcalina. Para a revelação da imunomarcação foi utilizado o Kit Dako 

EnVision™ G|2 System/AP Rabbit/Mouse (Permanent Red). 

O material foi fotografado e analisado no programa Image J e a partir destas 

análises os testes estatísticos foram realizados pelo programa Sigma Plot 13. 

 

4.8.3 Método de TUNEL - Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP 

nick end labeling ((Imuno-histoquímica) 

 As amostras do material foram colocadas em fixador (paraformoldeído 4%) por 

24 horas e posteriormente em tampão fosfato de sódio-PBS pH 7,4; os materiais foram 

incluído em agarose e posteriormente seccionado num vibrátomo.  

 Para aplicação da técnica de TUNEL foi seguido o protocolo do Kit AP “In Situ 

Cell Death Detection” (Roche). Os cortes adquiridos em lâminas foram recobertos com 

solução de proteinase K (20 μg/mL em 100mL Tris-HCl, pH 7,5), por 15 minutos, a 

temperatura ambiente e câmara úmida (caixa específica que protege as lâminas da luz e 

contém algodão com água destilada, o que impede os cortes de secarem). Em seguida, 

lavados em quatro banhos de PBS para retirar o excesso do reagente anterior, de 2 
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minutos cada. Posteriormente foram colocados 50 μL da solução de Tunel, de acordo 

com o protocolo do kit, sobre as secções histológicas tratadas, enquanto que a secção 

controle recebeu 50 μL da solução 1, que contem no kit, sem a enzima. As secções 

foram mantidas em câmara úmida por 60 minutos a 37
o
C e posteriormente lavadas 3 

vezes em PBS, 2 minutos cada troca; em seguida as lâminas foram então montadas com 

Prolong® Diamond Antifade (Molecular Probes).  

 Para a realização desta técnica foram feitos controles positivos e negativos. Nos 

controles positivos foi adicionada a DNase, que tem a função de realizar a quebra 

“forçada” do DNA, para que ocorra marcação, mesmo que não haja morte celular neste 

tecido. Neste controle, a DNase é a adicionada e o protocolo normal do Tunel é seguido 

com as aplicações dos anticorpos. Já no controle negativo é adicionado apenas o 

anticorpo sem a enzima, pois dessa forma testaríamos o Kit para verificar sua 

viabilidade e funcionalidade.  

A marcação foi visualizada no Centro de Microscopia Eletrônica da UNESP de 

Rio Claro-SP por meio de um microscópio confocal de varredura a laser (Leica TCS-

SP5 II); para a aquisição das imagens foi utilizado o software Leica Application Suite-

AF. As lâminas foram fotografadas com os mesmos parâmetros, sendo eles: Smart 

Gain: 1141.0 V; Smart Offset: 0,2%; Pinholi: 67.97; Line: 8; Frame: 2; Resolução: 

1024x1024; Velocidade: 40Hz; Lazer 14% Standy; Número de steps: 5 e Z-volume = 

25μm. As marcações nos tecidos foram analisadas estatisticamente pelo programa 

Sigma Plot 13. 

Foi realizada como técnica auxiliar a marcação da actina-F e do núcleo com 

intuito de melhor estabelecimento da arquitetura tecidual no microscópio confocal de 

varredura a laser, uma vez que, forneceu o delineamento do intestino médio, facilitando 

a posterior análise pelo método de TUNEL. Para realização desta técnica as amostras do 

material foram colocadas em fixador paraformoldeído 4% por 4 horas e posteriormente 

em tampão fosfato de sódio-PBS pH 7,4; os materiais foram incluído em agarose e 

posteriormente seccionado num vibrátomo. Os cortes foram permeabilizados com 0,2% 

de Triton X-100 (Sigma) e posteriormente lavados em PBS. Os cortes foram, então, 

incubados por 30 minutos com faloidina conjugada com Alexa 488 (Molecular Probes), 

soro normal de cabra (Vector) e PBS. Os núcleos foram marcados com DAPI (4',6'-

diamino-2-fenilindol, Molecular Probes) e as lâminas foram montadas utilizando o 

Prolong® Diamond Antifade (Molecular Probes). 
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As lâminas foram analisadas e fotografadas seguindo os mesmos parâmetros: 

(laser Argônio=10%, λ=488 nm, Gain=957.0 V, Offset=-1.9%, Pinhole=53.64 μm), 

DAPI (laser diodo=10%, λ=405 nm, Gain=730.0 V, Offset=-1.0%, Pinhole=67.90 μm). 

Como as marcações da actina-F e do núcleo foram realizadas para simples conferência 

da estruturação do intestino médio e facilitar a localização das marcações encontradas 

no teste de TUNEL as imagens obtidas não foram analisadas estatisticamente. 

 

4.9 Teste de fuga com E. andrei e F. candida  

Ambos os testes foram realizados no Laboratório de Ecologia e Ecotoxicologia 

de Solo do Departamento de Ciências da Vida da Universidade de Coimbra. Os testes 

de fuga com E. andrei foram realizados de acordo com o protocolo da ISO-17512-1 

(2008); cinco réplicas por combinação dos tratamentos (sete para vinhaça bruta e sete 

para vinhaça tratada) e controle duplo, foram realizadas em recipientes plásticos de 

dimensões 20 cm de comprimento, 12 cm de largura e 5 cm de altura; os recipientes 

foram divididos em duas partes utilizando uma divisória de plástico introduzida 

verticalmente. Em um dos lados foi adicionado solo com vinhaça e no outro lado o 

mesmo peso de solo controle. A divisória foi removida e 10 espécimes adultos de E. 

andrei foram colocadas sobre a linha de separação dos dois compartimentos. Os 

recipientes foram fechados com tampas perfuradas para permitir a circulação de ar; os 

animais não foram alimentados durante o teste e, após 48h, o número de indivíduos 

presentes em cada compartimento foi registrado para posterior análise estatística. 

A porcentagem de concentração de vinhaça para cada uma das sete combinações 

foram obtidas a partir do valor da capacidade máxima de retenção de água do solo 

(WHC) utilizado no experimento. O solo artificial aqui empregado apresentou uma 

WHC de 70,8%. De acordo com a ISO deve-se utilizar valores entre 40 e 60% da WHC; 

neste trabalho foi utilizado 60%, logo os cálculos são baseados em 60% de 70,8 

resultando em 42,48% de retenção máxima de água no solo, esse valor foi aplicado 

tanto nos testes de fuga, quanto para os testes de reprodução. 

Os testes foram montados da seguinte forma (Tabela 2): 
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Tabela 2. Distribuição das amostras de vinhaça bruta/tratada, solo e água no teste de fuga com E. andrei. 

Combinações Réplicas Porcentagem de 

Vinhaça bruta/tratada 

Volume de Vinhaça 

bruta/tratada (mL) 

Água – diluição 

(g) 

Solo total 

(g) 

Solo/compartimento 

(g) 

C0  C0  8 0%  0 1062,0 2500 356,2 

C0 C1 5 1 % 9,2 543,0 1300 356,2 

C0 C2  5 5 % 46,0 506,2 1300 356,2 

C0 C3  5 10 % 92,0 460,2 1300 356,2 

C0 C4  5 20 % 184,1 368,2 1300 356,2 

C0 C5 5 30 % 276,1 276,1 1300 356,2 

C0 C6  5 40 % 368,2 184,1 1300 356,2 

C0 C7  5 60 % 552,2 0 1300 356,2 

 

C0 - Solo controle; C1 - Solo com 1% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C2 – Solo com 5% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C3 - Solo com 10% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C4 - Solo com 20% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C5 - Solo com 30% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C6 - Solo com 40% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C7- Solo com 60% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada.
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 Os testes de fuga com a espécie F. candida foram realizados seguindo os 

procedimentos descritos no protocolo ISO: 17512-2 (2011); seguiu-se o mesmo 

princípio dos testes de fuga com minhocas, porém os recipientes possuíam dimensões 

7cm de diâmetro e 6cm de altura.  

As combinações testadas foram as mesmas utilizadas no teste com as minhocas, 

porém os cálculos diferiram nas quantidades de solo e de vinhaça (bruta/tratada) 

utilizados; cinco repetições foram utilizadas para cada combinação;  após a adição dos 

solos com vinhaça, (bruta/tratada de acordo com os tratamentos estabelecidos), nos 

compartimentos, a divisória de plástico foi removida e foram introduzidos 20 

colêmbolos com 10 a 12 dias de idade (provenientes de culturas sincronizadas) sobre a 

linha de separação entre os dois lados.  

Os recipientes foram fechados com tampas transparentes perfuradas. Os animais 

não foram alimentados durante o teste. Ao fim de 48h, o conteúdo de cada 

compartimento foi transferido para outro recipiente onde se adicionou água e algumas 

gotas de tinta nanquim azul para aumentar o contraste e facilitar a contagem dos 

colêmbolos que estavam sobre a água. Em seguida, o número de indivíduos presente em 

cada compartimento foi contabilizado e tal como para as minhocas os valores foram 

registrados para posterior análise estatística. Os valores utilizados para montagem do 

experimento foram os seguintes (Tabela 3): 
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Tabela 3. Distribuição das amostras de vinhaça bruta/tratada, solo e água no teste de fuga com F. candida. 

Combinações Réplicas Porcentagem de 

Vinhaça bruta/tratada 

Volume de Vinhaça 

bruta/tratada (mL) 

Água – diluição 

(g) 

Solo total 

(g) 

Solo/compartimento 

(g) 

C0  C0  8 0 % 0 1028,0 2420 42,7 

C0 C1 5 1 % 1,2 71,0 170 42,7 

C0 C2  5 5 % 6,0 66,2 170 42,7 

C0 C3  5 10 % 12,0 60,2 170 42,7 

C0 C4  5 20 % 24,1 48,1 170 42,7 

C0 C5 5 30 % 36,1 36,1 170 42,7 

C0 C6  5 40 % 48,1 24,1 170 42,7 

C0 C7  5 60 % 72,2 0 170 42,7 

 

C0 - Solo controle; C1 - Solo com 1% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C2 – Solo com 5% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C3 - Solo com 10% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C4 - Solo com 20% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C5 - Solo com 30% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C6 - Solo com 40% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C7- Solo com 60% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada. 
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4.10 Testes de reprodução com E. andrei, E. crypticus e F. cândida 

 Ambos os testes foram realizados no Laboratório de Ecologia e Ecotoxicologia 

de Solo do Departamento de Ciências da Vida da Universidade de Coimbra. Os ensaios 

de reprodução com E. andrei foram realizados de acordo com o protocolo proposto na 

ISO - 11268 9 (2011). Para montagem dos testes foram utilizados recipientes de vidro 

de dimensões 8cm de diâmetro e 16cm de altura, onde foram colocados solo preparado 

com vinhaça (bruta/tratada) de acordo com os tratamentos estabelecidos; 10 minhocas 

adultas (com clitelo aparente) previamente aclimatadas em solo controle durante 24h 

foram lavadas com água, pesadas e inseridas em cada unidade experimental. Os 

recipientes foram fechados com tampas perfuradas e cada réplica foi alimentada com 

estrume de vaca (5 g por réplica) durante as primeiras 4 semanas do teste. Utilizaram-se 

quatro réplicas por concentração e o ensaio teve duração total de 56 dias.  

Após decorrido 28 dias do início do teste, as minhocas adultas foram removidas 

e não foi  mais colocado alimento no teste até o final do experimento . Ao término de 56 

dias, os recipientes foram colocados em banho-maria numa temperatura de 60 ± 5 °C, 

por aproximadamente 30 minutos com o intuito de forçar o deslocamento dos juvenis 

para a superfície do solo, facilitando deste modo, a contagem dos animais. O registro da 

contagem foi analisado estatisticamente. 

 As disposições da quantidade de solo e dos resíduos em cada réplica foram da 

seguinte forma (Tabela 4): 
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Tabela 4. Distribuição das amostras de vinhaça bruta/tratada, solo e água no teste de reprodução com E. andrei. 

Tratamento Réplicas  Porcentagem de 

Vinhaça bruta/tratada 

Volume de Vinhaça 

bruta/tratada (mL) 

Água – diluição 

(g) 

Solo total 

(g) 

Solo/réplica 

(g) 

C0  4 0%  0 879,3 2070 712,4 

C1 4 1 % 14,7 864,7 2070 712,4 

C2  4 5 % 73,3 806,1 2070 712,4 

C3  4 10 % 146,6 732,8 2070 712,4 

C4  4 20 % 293,1 586,2 2070 712,4 

C5 4 30 % 439,7 439,7 2070 712,4 

C6  4 40 % 586,2 293,1 2070 712,4 

C7  4 60 % 879,3 0 2070 712,4 

 

C0 - Solo controle; C1 - Solo com 1% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C2 – Solo com 5% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C3 - Solo com 10% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C4 - Solo com 20% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C5 - Solo com 30% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C6 - Solo com 40% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C7- Solo com 60% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada. 
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Os testes de reprodução com E. crypticus foram realizados de acordo com o 

protocolo proposto na ISO-16387 (2013). Para a montagem dos testes foram utilizados 

recipientes de vidro de dimensões 5cm de diâmetro e 9cm de altura; 10 indivíduos 

adultos clitelados foram inseridos nos recipientes contendo solo com vinhaça 

(bruta/tratada) de acordo com os tratamentos estabelecidos. Os testes foram alimentados 

semanalmente com flocos de aveia moídos e os recipientes foram fechados 

hermeticamente. Semanalmente, os frascos foram abertos, de modo a permitir trocas 

gasosas e realizada a reposição umidade do solo. Foram realizadas cinco réplicas para 

cada tratamento (vinhaça bruta/tratada) mais uma réplica sem animal e oito réplicas para 

os controles mais uma réplica sem animal. A duração do teste foi de 28 dias e ao 

término deste período foi realizada a desmontagem do teste, onde foram adicionados em 

cada réplica álcool 80% e corante Rosa de Bengala 1%, as réplicas foram mantidas 

nestas soluções por no mínimo 12 horas para que pudesse ser iniciada a contagem dos 

animais. O registro da contagem foi analisado estatisticamente.  

As disposições da quantidade de solo e dos resíduos em cada réplica foram da 

seguinte forma (Tabela 5):  
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Tabela 5. Distribuição das amostras de vinhaça bruta/tratada, solo e água no teste de reprodução com E. crypticus. 

Tratamento Réplicas  Porcentagem de 

Vinhaça bruta/tratada 

Volume de Vinhaça 

bruta/tratada (mL) 

Água – diluição 

(g) 

Solo total 

(g) 

Solo/réplica 

(g) 

C0  9 0%  0 97,7 230 28,5 

C1 6 1 % 1,2 71,0 170 28,5 

C2  6 5 % 6,0 66,2 170 28,5 

C3  6 10 % 12,0 60,2 170 28,5 

C4  6 20 % 24,1 48,1 170 28,5 

C5 6 30 % 36,1 36,1 170 28,5 

C6  6 40 % 48,1 24,1 170 28,5 

C7  6 60 % 72,2 0 170 28,5 

C0 - Solo controle; C1 - Solo com 1% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C2 – Solo com 5% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C3 - Solo com 10% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C4 - Solo com 20% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C5 - Solo com 30% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C6 - Solo com 40% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C7- Solo com 60% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada. 
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Os testes de reprodução com F. candida foram realizados de acordo com 

protocolo proposto na ISO - 11267 (1999). Para a montagem dos testes foram utilizados 

recipientes de vidro de dimensões 5cm de diâmetro e 9cm de altura; 10 colêmbolos 

adultos, com idades entre 10 e 12 dias (provenientes de culturas sincronizadas), foram 

introduzidos em cada unidade experimental e os recipientes foram fechados 

hermeticamente. O teste foi alimentado com levedura granulada seca (fermento 

biológico) no início do teste e após decorrido 14 dias; semanalmente, os recipientes 

foram abertos para permitir trocas gasosas. Foram realizadas cinco réplicas por 

tratamento mais uma réplica sem animal. Decorrido 28 dias os testes foram 

desmontados; o solo de cada réplica foi despejado em outro recipiente onde foram 

adicionadas água e tinta nanquim azul para aumentar o contraste e assim facilitar a 

contagem dos juvenis. Cada réplica foi fotografada para posteriormente contagem no 

programa Image J. O registro das contagens dos animais foi analisado estatisticamente. 

As disposições da quantidade de solo e dos resíduos em cada réplica foram da seguinte 

forma (Tabela 6):  
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Tabela 6. Distribuição das amostras de vinhaça bruta/tratada, solo e água no teste de reprodução com F. candida. 

Tratamento Réplicas  Porcentagem de 

Vinhaça bruta/tratada 

Volume de Vinhaça 

bruta/tratada (mL) 

Água – diluição 

(g) 

Solo total 

(g) 

Solo/réplica 

(g) 

C0  6 0%  0 80,7 190 30 

C1 6 1 % 1,3 79,4 190 30 

C2  6 5 % 6,7 74,0 190 30 

C3  6 10 % 13,5 67,3 190 30 

C4  6 20 % 26,9 53,8 190 30 

C5 6 30 % 40,4 40,4 190 30 

C6  6 40 % 53,8 26,9 190 30 

C7  6 60 % 80,7 0 190 30 

 

C0 - Solo controle; C1 - Solo com 1% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C2 – Solo com 5% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C3 - Solo com 10% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C4 - Solo com 20% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C5 - Solo com 30% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C6 - Solo com 40% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C7- Solo com 60% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada. 
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5. RESULTADOS 

 Os resultados deste trabalho serão apresentados na forma de artigos científicos 

os quais serão submetidos às revistas especializadas na área. 

 

- ARTIGO 1: Vinhaça de cana-de-açúcar tratada para ajuste em pH neutro revela 

baixa toxicidade em biondicador de solo 

- ARTIGO 2: Neutralização de pH da vinhaça de cana-de-açúcar gera diminuição 

de processos de estresse e morte celular em representantes da fauna edáfica 

- ARTIGO 3: Avaliação ecotoxicológica da influência da vinhaça da cana-de-

açúcar bruta e após ajuste de pH em organismos do solo por meio de testes 

certificados pela ISO  
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Resumo 

Uma das principais destinações finais da vinhaça de cana-de-açúcar tem sido a 

fertirrigação. Para que essa prática fosse executada da melhor forma, normas para um 

uso adequado foram desenvolvidas com o intuito de se respeitar as características e os 

limites do solo para o recebimento deste resíduo; inúmeros benefícios foram relatados 

sobre a utilização da vinhaça como fertilizante para as culturas que a recebem, no 

entanto, pesquisas revelaram que a vinhaça ocasiona prejuízos aos representantes da 

fauna. Diante da ampla utilização da vinhaça nos cultivos este trabalho propôs o 

tratamento do resíduo com cal (CaO) para ajuste de seu pH em 7,0 (neutro), na tentativa 

de diminuir sua toxicidade para posterior uso no solo, uma vez que, um dos grandes 

problemas apresentados pela vinhaça é seu pH ácido. Para tanto ,foram utilizados como 

organismos biondicadores, diplópodos da espécie Rhinocricus padbergi, animais bem 

estabelecidos para testes ecotoxicológicos de solo. Os testes foram compostos de cinco 

grupos: 1. Grupo controle (animais expostos somente ao solo); 2. Grupo de animais 

expostos ao resíduo em sua forma bruta (na concentração estabelecida pela Norma da 

CETESB); 3. Grupo exposto ao dobro desta mesma concentração, simulando uma 

situação de super dosagem; 4. Grupo exposto ao resíduo tratado com cal com pH 

ajustado para o valor 7,0 (na concentração estabelecida pela Norma da CETESB); 5. 

Grupo exposto ao dobro desta última concentração. O tempo de exposição adotado foi 

30 dias; decorrido este período os animais foram dissecados para retirada do intestino 

médio, o qual foi processado para análise em microscopia eletrônica de transmissão. Os 

animais expostos ao grupo controle apresentaram o intestino médio com integridade 

morfológica. Os animais expostos à vinhaça bruta, tanto na concentração estabelecida, 

quanto ao dobro desta, apresentaram diversas alterações morfológicas nas células do 

intestino médio. Os animais expostos à vinhaça tratada, tanto na concentração 

estabelecida, quanto o dobro de seu valor, apresentaram a morfologia do intestino médio 

com menos danos celulares quando comparados aos expostos à vinhaça bruta, atestando 

que o tratamento da vinhaça para ajuste de pH em nível neutro, representa uma 

alternativa viável para a utilização do resíduo como fertilizante.  

 

Palavras-chaves: Toxicidade terrestre; Resíduo agroindrustrial, MET; Milípede. 
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1. Introdução 

 A cana-de-açúcar no Brasil representa fator de destaque na economia do país; 

seu cultivo ocupa atualmente uma área de 10 milhões de hectares, principalmente nas 

regiões Sudeste e Nordeste (UNICA, 2018) e diante dessa expansão do setor 

sucroalcooleiro é inevitável à preocupação com o volume de resíduos gerados, dentre os 

quais se destaca a vinhaça, subproduto da produção do etanol, visto que, para cada litro 

de álcool são produzidos de 10 a 18 de vinhaça. Este líquido residual gerado a partir da 

calda de destilação do licor de fermentação do álcool de cana-de-açúcar apresenta 

coloração castanho-escuro, odor incômodo aos humanos, alto conteúdo orgânico (COD: 

50-150 gL-1), além de ser geralmente ácido (pH: 3,5-5) (SILVA et al., 2017; NOCELLI 

et al., 2017; CHRISTOFOLETTI et al., 2017). 

Após grandes quantidades de vinhaça lançadas em corpos d’água terem causado 

graves problemas de poluição, foi instituído em 1978 no Brasil uma Portaria do 

Ministério do Estado do Interior (n. 323, de 1978), o qual proibiu o lançamento direto 

de vinhaça em qualquer corpo hídrico pelas destilarias de álcool instaladas no país 

(DEMATTÊ et al., 2004). Em virtude disso, surgiram as alternativas de reciclar a 

vinhaça por meio de processos de fermentação, fertirrigação, concentração por 

evaporação, aproveitamento da mesma na produção de leveduras, uso na produção de 

energia, além das propostas de tratamento da vinhaça com cal hidratada (Ca (OH2)) e 

bicarbonato de sódio (NaHCO3), com as finalidades de neutralizar a acidez, bem como a 

utilização como matéria-prima para ração animal (ROBERTIELLO, 1982; DÖLL; 

FORESTI, 2010). 

No entanto, a vinhaça apresenta características antagônicas, na medida em que 

pode ser benéfica proporcionando resultados positivos nas culturas, aumentando a 

fertilidade do solo, pode também ocasionar situações de desbalanceamento nos 

compostos presentes no mesmo. As elevadas concentrações de nitrato, potássio e 

matéria orgânica podem alterar as características do solo proporcionando modificações 

em suas propriedades químicas e favorecendo o aumento da disponibilidade de alguns 

elementos para as plantas. Por outro lado, a vinhaça também pode promover 

modificações das propriedades físicas do solo ocasionando elevação da capacidade de 

infiltração da água com consequente aumento da probabilidade de lixiviação de íons, 

contaminando águas subterrâneas quando em concentrações elevadas. Pode também 

promover dispersão de partículas do solo, com redução da sua taxa de infiltração de 

água e elevação do escoamento superficial, com possível contaminação de águas 
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superficiais (MEDEIROS et al., 2003; SILVA et al., 2007; BARROS et al., 2010). Por 

essa razão a Norma Técnica P4.231 (Companhia de Tecnologia de Saneamento 

Ambiental, 2015) estabelece os critérios e os procedimentos para aplicação adequada da 

vinhaça ao solo, levando em consideração vários parâmetros físico-químicos e de 

potencial agronômico do solo. 

Vale ressaltar que, mesmo com o estabelecimento de normas que conduzem a 

uma utilização segura deste resíduo, inúmeros estudos demonstram que a utilização da 

vinhaça na fertirrigação apresentou não só vantagens do ponto de vista econômico e 

com melhorias nos cultivos, mas, sobretudo desvantagens quando se trata dos efeitos e 

impactos gerados em diferentes organismos bioindicadores (SILVA et al., 2007; LYRA, 

2003; 2008; CHRISTOFOLETTI et al., 2013; 2016; PEDRO-ESCHER et al. 2014; 

2016; GARCIA et al., 2017; COELHO et al., 2017; SOUZA et al., 2017). 

O estreito contato com solo faz de alguns grupos taxonômicos de invertebrados 

excelentes biondicadores da qualidade do solo, tais como, Isopoda, Collembola, 

Oligochaeta e Diplopoda (NATAL-DA-LUZ et al., 2004; SOCHOVÁ et al., 2006; 

FONTANETTI  et al., 2011; 2012). Os diplópodos são animais cosmopolitas que 

colonizam camadas de solo em diferentes extensões, participam de processo de 

formação do solo e atuam como decompositores revolvendo o solo onde se encontram; 

diante dessas características e das respostas biológicas que fornecem representam 

excelentes biondicadores de solo (PETERSEN, LUXTON, 1982; FONTANETTI  et al., 

2011; 2012; SOUZA et al., 2014).  

Como o processo de calagem é comumente executado nas culturas de cana-de-

açúcar para promover neutralização de Al
3+

, elevação do pH, fornecimento de Ca
+2

 e 

Mg
+2

, que consequentemente possibilitam a proliferação das raízes e as tornam 

resistentes mesmo em períodos de seca, por esta razão justifica-se a utilização da cal 

para neutralização do pH da vinhaça. 

O objetivo deste trabalho foi verificar se o tratamento da vinhaça de cana-de-

açúcar com a finalidade de neutralizar seu pH (7,0) diminui sua toxicidade, expondo 

animais bioindicadores à concentrações do resíduo a partir da Norma Técnica 

P4.231estabelecida pela Companhia de Tecnologia de Saneamento do Estado de São 

Paulo (CETESB), comparando os resultados obtidos com os de animais expostos à 

vinhaça bruta. A proposta da pesquisa foi oferecer evidências que o tratamento por 

ajuste de pH torne o resíduo viável não só economicamente, mas também 

ambientalmente. 
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2. Material e métodos 

2.1 Solo 

O solo utilizado para os bioensaios, classificado como latossolo (OLIVEIRA, 

1999), foi coletado no local onde diplópodos foram obtidos (campus da Universidade 

Estadual Paulista – UNESP – Rio Claro) (22° 24' 36'S/ 47° 33' 36' W), São Paulo, 

Brasil. A amostras de solo, utilizadas tanto para o controle quanto para a mistura com o 

resíduo, foram coletadas a uma profundidade de 20 cm; o solo foi previamente seco à 

temperatura ambiente, peneirado com uma de tela de 4 mm e analisado quimicamente. 

 

2.2 Vinhaça de cana-de-açúcar 

 O resíduo foi coletado em usina localizada no interior do estado de São Paulo, 

Brasil. O efluente foi submetido a análises físico-químicas e mantido em câmara fria a 

4°C até a montagem dos experimentos.  

 A aplicação da vinhaça bruta (com características físico-químicas mantidas 

desde a coleta na usina), bem como da vinhaça tratada para ajuste de pH (com adição de 

CaO até que o pH atingisse o valor 7,0) simulou a situação de fertirrigação empregada 

nas culturas aplicadas a partir de concentrações segundo legislação vigente (CETESB 

P4.231, 2015). 

  

2.3 Caracterização química das amostras 

 As análises, química e físico-química, das amostras de solo e das amostras de 

vinhaça foram realizadas pelo laboratório ASL Análise Ambiental (Rio Claro, São 

Paulo, Brasil). 

 A caracterização de amostras de solo foi baseada em macronutrientes e 

micronutrientes (P, K, Ca, Mg, Al), matéria orgânica, pH, capacidade de troca catiônica 

(CTC), porcentagem de saturação de base e saturação de alumínio.  

A caracterização de amostras de vinhaça foi baseada no conteúdo de 

oligoelementos (Al, Sb, As, Ba, B, Cd, Pb, Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Hg, Mo, Ni, Ag, Se, V, 

Zn), no potencial agronômico (carbono orgânico, condutividade elétrica, nitrito, 

nitrogênio, nitrogênio Kjeldahl, nitrogênio amoniacal, sódio total, potássio total, cálcio 

total, magnésio total óxido de potássio, sólidos suspensos totais) e DQO (Demanda 

Química de Oxigênio) e DBO (Demanda Biológica de Oxigênio). 
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2.4 Cálculo para aplicação da vinhaça no solo (Norma Técnica – CETESB – 

P4.231) 

 Para calcular a dosagem adequada de vinhaça a ser aplicada no solo foram 

necessárias as análises físico-químicas da mesma e do potencial agronômico do solo, 

juntamente com os critérios e procedimentos para aplicação da vinhaça no solo agrícola 

estabelecidos pela Norma Técnica P4.231 da Companhia de Tecnologia de Saneamento 

do Estado de São Paulo (CETESB, 2015), agência governamental responsável pela 

fiscalização de atividades poluidoras no estado de São Paulo, Brasil. Neste estudo foi 

discriminado o termo “concentração de campo” para dosagem de vinhaça estipulada 

pela norma. 

 

2.4 Material biológico 

 Foram utilizados como organismo-teste, indivíduos adultos da espécie 

Rhinocricus padbergi. Os espécimes foram coletados no campus da Universidade 

Estadual Paulista (UNESP), Rio Claro, (22° 24' 36'S/ 47° 33' 36' W) São Paulo, Brasil. 

Os animais foram previamente aclimatados em laboratório por 30 dias em terrário 

contendo como substrato terra oriunda do local de coleta, temperatura de ± 23
o 

C e 

fotoperíodo controlado 12 horas claro/12 horas escuro. 

 

2.6 Bioensaios com R. padbergi 

 Para a montagem dos experimentos foram utilizados 15 terrários de dimensões 

20 cm de largura, 25 cm de altura e 45 cm de comprimento, nos quais foram colocados 

5 Kg de solo em cada. Os bioensaios foram montados em triplicata de acordo com os 

tratamentos propostos e em conformidade com a Norma P4.231 (CETESB, 2015), 

organizados  da seguinte forma: 

 

1. Solo Controle: 5 Kg de solo + 10 diplópodos. 

2. Vinhaça bruta na concentração de campo: 5 Kg de solo + 73,5 mL de vinhaça 

bruta + 10 diplópodos.  

3. Vinhaça bruta no dobro da concentração de campo: 5 Kg de solo + 147 mL de 

vinhaça bruta + 10 diplópodos. 

4. Vinhaça tratada (pH neutro) na concentração de campo: 5 Kg de solo + 73,5 mL 

de vinhaça tratada + 10 diplópodos. 
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5. Vinhaça tratada (pH neutro) no dobro da concentração de campo: 5 Kg de solo 

+ 147 mL de vinhaça tratada + 10 diplópodos. 

 

2.7 Dissecção dos animais 

 Decorrido o período de 30 dias de exposição dos animais aos resíduos foram 

coletados três indivíduos de cada tratamento; os animais foram anestesiados com éter 

sulfúrico e dissecados em placas de petri contendo solução fisiológica; o intestino 

médio foi retirado e as amostras do material foram previamente limpas; pequenos 

fragmentos do intestino médio foram fixados em glutaraldeído 2,5% em tampão 

cacodilato 0.1M a 4ºC por 24 horas, após a fixação o material foi transferido para o 

tampão fostato de sódio (pH 7,4) e armazenado a 4°C para posterior processamento. 

 

2.8 Ultraestrutura 

Para a análise ultraestrutural as amostras fixadas foram lavadas em tampão 

cacodilato e pós-fixados em tetróxido de ósmio 1% por 2 horas. O material foi 

novamente lavado no mesmo tampão, colocado em álcool 10% por 15 minutos e 

contrastado com acetato de uranila 2% em álcool 10% por 4 horas. Em seguida, foi feita 

uma desidratação em série crescente de acetona e submetido à solução resina: acetona 

(1:1) por 12 horas; o material foi embebido em resina Epon-araldite com catalisador por 

24 horas e levado para estufa a 70ºC por 24 horas para a polimerização da resina, em 

seguida foi seccionado em ultramicrótomo e as grades obtidas foram contrastadas com 

acetato de uranila e citrato de chumbo e observadas ao microscópio eletrônico de 

transmissão Philips CM 100 para posterior documentação. 

 

2.9 Análises dos resultados 

 A ultraestrutura do intestino médio dos diplódodos expostos a vinhaça bruta e 

tratada para ajuste de pH (ambas na concentração de campo e no dobro desta mesma 

concentração), foi descrita qualitativamente e as alterações morfológicas observadas 

foram analisadas semi-quantitativamente para cada diplópodo. O protocolo para tais 

alterações foi proposto por Christofoletti et al. (2016), o qual propõe as seguintes 

classificações: (1) patologia de importância mínima, ou seja, alterações morfológicas 

facilmente reversíveis quando expostos a agentes estressantes; (2) patologia de 

importância moderada, a lesão do tecido é reversível, na maioria dos casos, quando o 

agente estressor é neutralizado; (3) patologia de importância acentuada, onde a alteração 
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geralmente é irreversível, resultando na perda parcial ou total da função do órgão. 

Juntamente com estas classificações foram adicionados critérios do protocolo 

estabelecido por Köhler e Triebskorn (1998), que propuseram que as alterações devem 

ser classificadas de acordo com três categorias (estado de controle; compensação/reação 

e não compensação/destruição) e que para cada secção do tecido analisado deve-se 

examinar um mínimo de cinco células, resultando num número de quinze células 

investigadas por réplica. 

 A adequação dos protocolos para avaliação da toxicidade da vinhaça de cana-de-

açúcar foi investigada por meio dos impactos ultraestruturais que este resíduo provocou 

nos tecidos do intestino médio dos diplopodos (região de tubo digestório responsável 

pela maior parte da digestão destes animais) expostos aos tratamentos descritos 

anteriormente. 

 A tabela 1 traz as classificações para os danos investigados no presente trabalho, 

bem como o fator de importância atribuído para cada dano observado no intestino 

médio dos animais. 

 Escores de 0 a 6 foram utilizados para classificar o exame das alterações 

ultraestruturais dependendo do nível ou extensão da alteração: (0) inalterada; (2) 

pequena alteração; (4) alteração moderada e (6) alteração grave. Escores intermediários 

também foram utilizados. Os escores (a) foram multiplicados pelo fator de importância 

de cada alteração (w) para definir um índice de dano (I) por indivíduo. Os resultados da 

avaliação ultraestrutural semiquantitativa foram obtidos comparando as alterações nos 

tecidos do intestino médio de indivíduos expostos aos solos contaminados com as 

diferentes concentrações de vinhaça aos indivíduos expostos ao solo controle. 

 A distribuição dos dados quanto à normalidade e a homogeneidade de variâncias 

foram avaliadas pelos testes de Shapiro Wilk e Levene, respectivamente. De modo a 

não violar o pressuposto de homogeneidade de variâncias para a aplicação de um teste 

paramétrico, os dados foram transformados por meio dos valores de raiz quadrada. 

Realizou-se então com o Teste de Análise de Variâncias (ANOVA) um critério, seguido 

pelo Teste de Dunnett para comparações múltiplas dos efeitos entre os diferentes 

grupos. 

 

3. Resultados 

3.1 Análises químicas das amostras  
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 Os valores sobre o potencial agronômico e fertilidade do solo, os quais são 

fundamentais para os cálculos de aplicação do resíduo no solo de acordo com a 

legislação brasileira encontram-se na tabela 2. Na tabela 3 são apresentadas as análises 

físico-químicas e de metais das amostras de solo e de vinhaça. Os valores de DBO e 

DQO são considerados altos, demonstrando grande quantidade de matéria orgânica; o 

pH apresenta valor baixo, confirmando a acidez do resíduo e as quantidades de metais 

não se apresentaram significativas de acordo com a legislação que prevê as quantidades 

desses elementos no solo (VALORES ORIENTADORES PARA SOLO E ÁGUA 

SUBTERRÂNEA NO ESTADO DE SÃO PAULO, 2016). 

 

3.2 Ultraestrutura 

3.2.1 Grupo controle 

 A análise ultraestrutural do intestino médio dos animais do grupo controle 

demonstrou-se de acordo com o padrão descrito para espécie R. padbergi 

(FONTANETTI et al., 2015). O epitélio apresentou células absortivas (também 

chamadas de células principais), dotadas de microvilosidades íntegras e núcleos 

íntegros; o citoplasma destas células apresentou-se eletrondenso com mitocôndrias 

alongadas, localizadas preferencialmente na região apical, grande quantidade de retículo 

endoplasmático rugoso e esferocristais (Fig. A1). Abaixo do epitélio as células 

hepáticas apresentaram os núcleos íntegros e citoplasma eletronlúcido e heterogêneo, 

com poucos vacúolos autofágicos de conteúdo eletreondensso; o material intercelular 

estava preservado com presença de traqueíolas, as quais são comumente observadas no 

órgão sadio (Fig. A2). 

 

3.2.2 Grupo exposto à vinhaça bruta – concentração de campo 

 As células epiteliais observadas neste grupo apresentaram poucas alterações. As 

microvilosidades apresentaram diminuição no tamanho e na presença ao longo do 

epitélio (seta na Fig. A3); o citoplasma apresentou grande quantidade retículo 

endoplasmático rugoso exibindo um arranjo mielínico, onde as cisternas estavam 

dispostas de maneira concêntrica, e que em algumas células promoveram a alteração da 

morfologia do núcleo (Fig. A3). Também se observou dilatação e degranulação das 

cisternas do RER (setas na Fig. A4). Observou-se aumento dos espaços intercelulares 

entre as células absortivas (setas na Fig. A5). Houve perda da integridade das 

membranas das células hepáticas e condensação do citoplasma, resultando em um 
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citoplasma eletrondenso (Fig. A6). Todas as alterações foram estatisticamente 

significativas em relação ao grupo controle (Tabela 4). 

3.2.3 Grupo exposto à vinhaça bruta – dobro da concentração de campo 

 A análise do intestino médio deste grupo revelou alterações morfológicas mais 

acentuadas, quando comparadas ao tratamento anterior.  

 No epitélio foram observadas redução (Fig. B1) e em alguns pontos perda total 

das microvilosidades (Fig. B2) das células absortivas; aumento de liberação de 

vesículas de secreção com conteúdo heterogêneo pelas microvilosidades em toda 

extensão do epitélio (Fig. B3 e detalhe); alteração do conteúdo citoplasmático das 

células absortivas (Fig. B2); aumento no número de dilatação e degranulação das 

cisternas do RER (Fig. B4). Em parte do material a região epitelial apresentou 

desprendimento celular; houve perda da integridade citoplasmática das células epiteliais 

(citoplasma completamente danificado), bem como perda da adesão intercelular (setas 

na Fig. B1) indicativo do processo de morte celular. A camada de células hepáticas 

apresentou-se bastante danificada, com perda da integridade do núcleo e do citoplasma, 

bem como das membranas citoplasmáticas revelando alteração do conteúdo 

citoplasmático (Fig. B5). Todas as alterações foram estatisticamente significativas em 

relação ao grupo controle (Tabela 4). 

 

3.2.4 Grupo exposto à vinhaça tratada – concentração de campo 

 Observou-se que não houve danos celulares comparando aos tratamentos 

anteriores. As células epiteliais mantiveram a integridade morfológica e organelas 

íntegras (Fig. C1); a camada de células hepáticas apresentou citoplasma eletronlúcido e 

homogêneo, repleto de gotículas lipídicas (setas na Fig. 2C). As células não 

apresentaram alterações estatisticamente significativas. 

 

3.2.5 Grupo exposto à vinhaça tratada – dobro da concentração de campo

 Observou-se que neste tratamento foi mantida a integridade morfológica do 

epitélio (Fig. C3); a camada de células hepáticas apresentou-se preservada (Fig. C4). No 

geral a morfologia do tecido apresentou-se similar ao padrão morfológico descrito no 

controle. As células não apresentaram alterações estatisticamente significativas. 

 

4. Discussão 
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 A utilização da vinhaça de cana-de-açúcar na fertirrigação é uma prática que 

levanta muitos questionamentos do ponto de vista científico. Inúmeros pesquisadores a 

defendem como um excelente fertilizante, uma vez que, aumenta a produtividade nas 

culturas, enriquece e aumenta a fertilidade do solo (FEIGIN  et al., 1991; FREIRE; 

CORTÊZ, 2000; MEDEIROS  et al., 2003; BEBÉ et al., 2009; BARROS et al., 2010; 

ESPAÑA-GAMBOA, 2011; SILVA et al., 2014). Porém, vários estudos apontam que o 

uso desse resíduo como fertilizante ainda apresenta risco ao meio ambiente 

(CHRISTOFOLETTI et al., 2013a; b; 2016; PEDRO-ESCHER et al., 2014; 2016; 

MARINHO et al., 2014; CORREIA et al., 2017a; b;  GARCIA et al., 2017; COELHO et 

al., 2017; SOUZA et al., 2017; ALFARO-SOTO, et al., 2017; SOUZA-CAMPANA, et 

al., 2017).  

 A utilização de animais biondicadores, em contato com o resíduo, juntamente 

com análises morfológicas de seus tecidos, fornece uma importante análise sobre os 

possíveis impactos que a vinhaça pode ocasionar na fisiologia, bem como na morfologia 

celular destes animais (KÖHLER, TRIEBSKORN, 1988; CHRISTOFOLETTI et al., 

2016).  Sabe-se que o contato com o ambiente externo pode ocasionar impactos e 

modificações fisiológicas em órgãos e tecidos, que consequentemente são refletidos na 

constituição ultraestrutural das células (STORCH, 1988; BERTOSSA, 2011). Somado 

as análises qualitativas, a abordagem quantitativa para avaliar as reações de estresse 

ultraestrututral tem ganhado destaque nos campos da patologia, toxicologia e 

ecotoxicologia (KÖHLER, TRIEBSKORN, 1988; DITTBRENNER et al. 2011; 

CHRISTOFOLETTI et al., 2016).  

O presente estudo traz a combinação das análises qualitativas com análises 

semiquantitativas das alterações ultraestruturais oferecendo uma melhor classificação 

nas análises dos efeitos da vinhaça da cana-de-açúcar bruta e após neutralização de seu 

pH, sobre um bioindicador de solo.  

  As observações realizadas neste trabalho corroboram ao que se tem encontrado 

na literatura. Os animais do grupo controle apresentaram a constituição 

ultramorfológica do intestino médio semelhante ao descrito para a espécie R. padbergi 

por Camargo-Mathias et al. (2004), logo, essa constituição celular sinaliza que o órgão 

encontra-se saudável. 

A ultramorfologia do intestino médio dos animais expostos à vinhaça bruta, 

tanto na concentração de campo, quanto os expostos ao dobro da concentração, 

apresentaram danos morfológicos consideráveis.  
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A exposição à concentração de campo revelou nas células absortivas diminuição, 

em número e tamanho, das microvilosidades ao longo do epitélio, enquanto que na 

exposição ao dobro da concentração de campo houve redução e perda das 

microvilosidades. Sabe-se que as microvilosidades além de aumentar a superfície 

também possuem função de manter o equilíbrio homeostático interno, adesão celular, 

absorção e secreção (STEVENS, LOWE, 2002).  Porém, quando ocorre redução ou o 

desaparecimento das microvilosidades, sugere-se que estas alterações sejam uma 

resposta ao processo de intoxicação celular, pois a perda das microvilosidades 

geralmente está relacionada com a concentração do agente toxicante (CHARLES; DE 

BARJAC, 1983; ARRUDA et al., 2008). Kölher e Triebskorn (1998) classificaram a 

redução em número das microvilosidades como um processo de compensação, ou seja, 

uma reação frente a um agente estressor, enquanto que, o total desaparecimento das 

micorvilosidades implicam num processo de não-compensação, ou seja, um sintoma de 

destruição num modo não reversível de alteração ultramorfológica.  

Diante destas observações pode-se inferir que, no presente estudo, este foi um 

recurso em diminuir a superfície de contato e, consequentemente, diminuir a absorção 

do resíduo nocivo ao organismo, na tentativa de manter o equilíbrio homeostático e a 

viabilidade das células, sendo reversível diante da ausência do agente estressor. 

O citoplasma das células absortivas dos animais, expostos à concentração de 

campo da vinhaça, apresentou um aumento na quantidade de retículo endoplasmático 

rugoso, os quais apresentaram uma estruturação concêntrica das cisternas, resultando na 

deformação do núcleo em diversas células. De acordo com a literatura este arranjo 

mielínico das cisternas é uma forma espacialmente econômica para uma célula com 

abundância de RER e com necessidade de espaço para acúmulo temporário de 

determinadas substâncias (BIOLOGIA CELULAR ATLAS DIGITAL, 2018).   

Tanto na exposição à concentração de campo da vinhaça, quanto ao dobro da 

concentração, verificou-se que o retículo endoplasmático rugoso apresentou dilatação e 

degranulação das cisternas. Kölher e Triebskorn (1998) listaram os processos de 

dilatação e degranulação do RER como alterações celulares reversíveis, segundo os 

autores esses processos representam um sintoma de reação celular, onde as alterações 

ultraestruturais não afetaram a integridade morfológica das organelas, mas refletiram 

alterações fisiológicas. Outras explicações também são atribuídas a estes processos, pois 

de acordo com outros autores, alterações na morfologia do RER podem indicar que as 

células estão severamente afetadas, pois as áreas de dilatação das cisternas livres de 
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ribossomos possivelmente estão retendo produtos de secreção (HASSUNUMA, 2006). 

Matsuo et al. (1996; 1998) observaram que a dilatação das cisternas sugere algum 

distúrbio na via de transporte das proteínas produzidas e acúmulo de material 

intracisternal. Possivelmente um agente estressor interfere no mecanismo de transporte 

intracelular, retardando o material proteico dentro das cisternas do RER.  

Kubota et al. (2005) mencionaram que um caso de estresse no RER pode alterar 

o processo de síntese e retenção das proteínas e isso favorece a ativação de caspases, as 

quais atuam no DNA, provocando danos que poderiam levar a apoptose. A literatura 

também aponta que quando a célula encontra-se muito ativa, com alta síntese proteica, 

há dilatação das cisternas do RER e os ribossomos se desligam do RER (BIOLOGIA 

CELULAR ATLAS DIGITAL, 2018).  

Para o presente estudo sugere-se que essas alterações no RER estejam 

relacionadas à exposição à vinhaça. Por analogia houve um aumento na quantidade dos 

processos de dilatação e degranulação das cisternas dos animais expostos ao grupo da 

vinhaça bruta na concentração de campo em relação à vinhaça no dobro da 

concentração. O resíduo pode ter provocado um estresse no RER e, consequentemente, 

a retenção das proteínas nas cisternas. 

O grupo exposto à concentração de campo da vinhaça revelou aumento dos 

espaços intercelulares entre as células epiteliais, enquanto que o grupo exposto ao dobro 

da concentração revelou a perda de adesão celular. As junções celulares são 

responsáveis por proporcionar estabilidade entre as células epiteliais 

(KIERSZENBAUM; TRES, 2016). Se houver a formação, bem como a ampliação dos 

espaços intercelulares, isso pode refletir em efeitos iniciais de processo de morte celular, 

uma vez que os complexos funcionais foram rompidos permitindo a formação destes 

espaços e consequente separação das células (STEINLY; BEREBAUM, 1985; REY et 

al., 1999).  

Esse processo pode ser entendido como uma supressão na síntese de moléculas 

de adesão e consequente desintegração das junções celulares levando à dissociação e 

perda da coesão entre as células (CHEVILLE, 1994). Deste modo, propõe-se que os 

espaços celulares formados observados entre as células epiteliais analisadas na 

exposição à vinhaça na concentração de campo, bem como a perda da adesão 

intercelular verificada no tratamento com o dobro da concentração da vinhaça, seja um 

indicativo de que estas células estavam perdendo as moléculas que conferem a junção 

celular e num estado de dilatação mais severa destes espaços as células perderam 
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totalmente a coesão celular, atingindo o processo de morte celular, visto que, a perda de 

limites de células está entre as principais características de células em morte (ZAKERI; 

LOCKSHIN, 2002). 

O grupo da vinhaça na concentração de campo demonstrou nas células hepáticas 

um estado de condensação citoplasmática, visto que as células apresentaram redução do 

volume celular e um estado de retração. Esse tipo de alteração celular também pode ser 

entendido como um processo de hipotrofia, uma adaptação celular em resposta a um 

determinado estímulo (PORTH; GROSSMAN, 2016). Em células encolhidas o 

citoplasma curva-se e apresenta projeções irregulares do citoplasma (MORRIS et al., 

1986). A razão para o estado de plasmólise pode estar relacionada com a capacidade da 

célula em regular seu volume face ao desafio osmótico, considerado um mecanismo 

homeostático celular fundamental (HALLOWS; KNAUF, 1993). O estresse osmótico é 

um potente regulador da função normal das células que se encontram expostas a 

ambientes osmoticamente ativos em condições fisiológicas ou patológicas. Alterações 

na osmolaridade extracelular alteram o volume celular e, portanto, a concentração de 

macromoléculas intracelulares (RAND et al., 2000; FINAN; GUILAK, 2010). O pH é 

um fator que também afeta a estrutura e a atividade das macromoléculas biológicas 

(NELSON; COX, 2014). Sendo assim pode-se inferir que a exposição da vinhaça tenha 

alterado o meio extracelular, uma vez que este resíduo apresenta um pH ácido, além da 

presença de metais, e deste modo pode ter provocado um estresse osmótico 

desequilibrando a permeabilidade das membranas, bem como sua regulação interna e a 

mobilidade de solutos.  

O processo de desprendimento celular foi observado com frequência no epitélio 

do intestino médio dos animais expostos ao dobro da concentração de vinhaça, o que 

permite ser interpretado como um processo de morte celular, pois houve total 

desintegração do núcleo e do citoplasma. De acordo com as observações feitas por 

Christofoletti et al. (2016) em suas análises histopatológicas, o desprendimento celular, 

aqui observado, pode ser entendido como um processo de renovação celular.  

A renovação celular atesta que ocorreu uma lesão tecidual, com possível 

substituição de células e a finalidade de manter a integridade e funcionalidade do 

epitélio. Quando a ocorrência deste processo ocorre de maneira moderada é considerado 

um processo fisiológico normal, devido ao crescimento e divisão de células 

regenerativas (HOPKIN, READ, 1992), porém células epiteliais expostas a diferentes 

contaminantes estão sujeitas a alterações que podem levar à morte, representando uma 
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alternativa do organismo do animal em compensar o dano sofrido após a ingestão de 

solo contaminado (SOUZA; FONTANETTI, 2011). 

A camada de células hepáticas concentra-se ativamente na desintoxicação do 

organismo quando é prejudicado por substâncias tóxicas (KÖHLER et al., 2002). A 

tentativa de manter a homeostase e o equilíbrio iônico fazem com que as células 

hepáticas absorvam metais e demais substâncias e assim evitem comprometer todo o 

organismo. Diversos estudos apontam a reação da camada das células hepáticas frente a 

agentes contaminantes, o que sugere uma resposta do tecido, perante aos agentes 

estressores, mediando e defendendo as células (FONTANETTI et al., 2006; GODOY; 

FONTANETTI, 2010; NOGAROL; FONTANETTI, 2010; PEREZ; FONTANETTI, 

2011; MERLINI et al., 2012).  

Tanto os processos de condensação citoplasmática, quanto à ocorrência da perda 

de integridade citoplasmática, observados nas células hepáticas do presente estudo 

sinalizam a reação destas células frente à exposição à vinhaça. Com efeito, estas células 

desempenharam sua função até que a concentração da vinhaça excedesse o limite de 

desintoxicação das células hepáticas, levando-as a morte nos animais do grupo exposto 

ao dobro da concentração. 

Os animais expostos à vinhaça tratada (pH neutro) na concentração de campo 

não demonstraram alterações ultramorfológicas, comparativamente aos grupos com a 

vinhaça bruta. Nesta concentração as células epiteliais, tal como suas organelas 

revelaram total integridade e a camada de células hepáticas apresentou citoplasma 

homogêneo e eletronlúcido similar ao material do grupo controle.  

No dobro da concentração de campo da vinhaça tratada, também não houve 

alteração ultramorfológica nas células epiteliais; a morfologia observada foi muito 

semelhante ao descrito para a o grupo controle, o que evidencia que o tratamento da 

vinhaça para ajuste de seu pH é de fato uma alternativa viável para que o resíduo 

amenize os impactos que, comprovadamente, acarreta no meio ambiente. 

O tratamento da vinhaça de cana-de-açúcar com cal (CaO) foi um recurso 

também utilizado por Correia et al. (2017b), que verificaram o potencial tóxico da 

vinhaça fazendo uso de tilápias (Oreochromis niloticus) como organismos 

biondicadores. O objetivo dos autores foi ajustar o pH, neutralizando-o e assim observar 

os efeitos da mesma nos animais expostos; o resultado foi satisfatório, uma vez que 

reduziu a mortalidade dos peixes em concentrações que previamente apresentaram 

danos ao DNA, provando que este recurso demonstrou ser uma alternativa eficaz. 
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5. Conclusão 

 Em síntese, o presente estudo forneceu informações bastante pertinentes a cerca 

das respostas ultramorfológicas obtidas diante da exposição de animais biondicadores à 

vinhaça da cana-de-açúcar em sua forma bruta e após a neutralização de seu pH. As 

alterações celulares analisadas sob a ótica semiquantitativa atrelada à análise qualitativa, 

também permitiram uma classificação mais adequada dos danos celulares. O tratamento 

da vinhaça para ajuste de pH representou uma alternativa viável no que diz respeito aos 

impactos causados aos animais habitantes do solo utilizados neste trabalho; o contato 

com o resíduo tratado, apresentando pH neutro, apresentou menores danos celulares aos 

animais, atestando sua viabilidade e um possível meio de utilização da vinhaça como 

fertilizante.    
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Tabela 1. Classificação das alterações ultraestruturais no intestino médio dos diplópodos expostos à vinhaça bruta e tratada com base em uma avaliação semiquantitativa. 

   Regiões analisadas Importância Patológica Mínima (1) Importância Patológica Moderada (2) Importância Patológica Acentuada (3)  

 

         Epitélio 

Redução das microvilosidades nas células 

absortivas  

 Ruptura de membrana ou ausência total  

das microvilosidades 

 Aumento na quantidade de RER Dilatação e degranulação das cisternas  

do RER 

Degradação do núcleo 

 Aumento da liberação de vesículas de  

secreção 

Dilatação de espaços intercelulares Perda da integridade de membranas 

citoplasmáticas 

  Formação de arranjo mielínico do RER Perda de adesão intercelular /desprendimento das 

células epiteliais 

   Degradação citoplasmática 

    

   Células hepáticas 

  Perda da integridade das membranas 

citoplasmáticas 

  Alteração do conteúdo citoplasmático Condensação/Degradação citoplasmática 

   Degradação do núcleo 

Fator de importância: (1) Importância Patológica Mínima, onde o dano morfológico é facilmente reversível na medida em que a exposição ao agente estressor cessa; (2) 

Importância Patológica Moderada, o dano morfológico é reversível na maioria dos casos quando o agente estressor é neutralizado; (3) Importância Patológica Acentuada, o 

dano morfológico é irreversível, resultando na perda parcial ou total da função do órgão.  
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Tabela 2. Dados referentes à fertilidade do solo controle. 

 

Parâmetro Solo 

pH (CaCl2) 5 

MO(g/dm
3
) 20 

P (mg/dm
3
) 6 

K (mmolc/dm
3
) 1,4 

Ca (mmolc/dm
3
) 19 

Mg (mmolc/dm
3
) 10 

H+Al (mmolc/dm
3
) 23 

SB (mmolc/dm
3
) 30,4 

CTC (mmolc/dm
3
) 53,4 

V% 57 

 

MO: matéria orgânica; CTC: capacidade de troca catiônica; SB: soma das bases; V: 

saturação de bases.  

Método: Análise química para a avaliação da fertilidade de solos tropicais, Instituto 

Agronômico, 2001.  
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Tabela 3. Análises físico-químicas e de metais das amostras de solo e de vinhaça. 

Parâmetro Amostras VPM Método 

Solo (mg/Kg) Vinhaça (mg/L) Solo  Vinhaça Solo Vinhaça 

Arsênio 9,25 <0,005 NA NA USEPA 7062 USEPA 7062 

Bário 24,95 0,201 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Cádmio <0,167 <0,001 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Cálcio 360 992  
(Diluição: 50) 

NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Carbono orgânico total2 3,49 7820 NA NA POPPA 182 SMEWW 5310B 

Chumbo 25,67 <0,005 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Cobre 13,67 0,119 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Alumínio3/Alumínio 1 2,18 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Ferro - 6,33 NA NA - SMEWW 3030E 

Manganês - 3,357  

(Diluição: 10) 

NA NA - SMEWW 3030E 

Condutividade eletrolítica 

(µs/cm) 

78 10740 NA NA IAC 2009 SMEWW 2510B 

Cromo 15,93 0,025 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Cloreto - 1443 
 (Diluição: 100) 

 250 - USEPA 300.1 

Enxofre total 41,75 - NA NA USEPA 3050B - 

Fósforo total 237  
(Diluição: 10) 

49,3  
(Diluição: 50) 

NA NA USEPA 3050B USEPA 300.1 

Magnésio 158 307  

(Diluição: 10) 

NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Mercúrio <0,011 <0,0002 NA NA USEPA 7471 USEPA 7470 

Molibdênio 1,750 0,010 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Níquel 4,060 0,024 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Nitrogênio nítrico <1,262 <11,400 (Diluição: 

100) 

NA NA USEPA 300.1 USEPA 300.1 

Nitrogênio nitroso <0,033 <0,300 
(Diluição: 100) 

NA NA USEPA 300.1 USEPA 300.1 

Nitrogênio amoniacal 18,5 10,77  

(Diluição: 10) 

NA NA SMEWW 4500-

NH3 B, C 

SMEWW 4500-

NH3D 

Nitrogênio kjedahl 433,1 278,9 NA NA SMEWW 4500-

Norg B 

SMEWW 4500-

NorgB 

pH 5 4,23 NA NA USEPA 9045 USEPA 9045 

Potássio 1,4 3210  

(Diluição: 50) 

NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Selênio <0,278 <0,005 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Sódio total <55,556 12,4 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Conteúdo sólido  3860 NA NA - SMEWW 2540D 

Umidade 10,12 - NA NA POPDAM 049 - 

Zinco 9,61 0,754 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Prata - <0,005 NA 0,01 USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Dureza calculada - 1457,0 NA NA - SMEWW 2340B 

DBO  

(incubação de 5dias) 

- 16586 NA NA - SMEWW 5210B 

DQO  

(Diluição: 50) 

- 31257 NA NA - SMEWW 5220D 

 

VMP: valor máximo permitido, segundo a CETESB (195/2005-E); SMEWW: Standard Methods for the Examination of Water and 

Wastewater, 22th Edition, 2012; USEPA: United States Environmental Protection Agency; POP: Procedimento Operacional Padrão 

para determinação por cálculo; ICA: Métodos de análise química, mineralógica e física de solos do Instituto Agronômico de 

Campinas, 2009; NA: não aplicável. 
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Tabela 4. Média e desvio padrão das alterações utraestruturais observadas no intestino médio dos diplópodos expostos à vinhaça bruta e tratada. 

 

Regiões analisadas 

 

Alterações 

Tratamentos 

 

Controle 

Vinhaça bruta 

concentração de 

campo 

Vinhaça bruta 

dobro da 

concentração de 

campo 

Vinhaça tratada 

concentração de 

campo 

Vinhaça tratada 

dobro da 

concentração de 

campo 

Epitélio Redução das microvilosidades 0±0 1,66±0,5* 12,66±2,5* 0±0 0±0 

 Ausência total das microvilosidades 1,66±1,58 3±0 12,66±2,5* 0,66±1,32 1±1,5 

 Aumento de RER 0,55±0,52 5,4±0,52* 4,55±0,72* 0,44±0,52 0,33±0,5 

 Dilatação/ degranulação das cisternas do RER 0±0 9,77±2,1* 9,77±1,56* 0±0 0±0 

 Formação de arranjo mielínico do RER 0±0 9,77±2,1* 0±0 0±0 0±0 

 Dilatação dos espaços intercelulares 1,11±1,23 9,55±1,66* 12±0* 1,77±1,2 1,33±1,41 

 Liberação de vesículas de secreção 1,33±0,5 4±0,7* 5,33±0,7* 1,33±0,5 1,33±0,5 

 Degradação do núcleo 1±1,5 3±0* 12,66±1,32* 1±1,5 1,33±1,58 

 Perda da integridade das membranas 

citoplasmáticas 

1±1,5 15,66±2,5* 16,66±1,58* 1,33±1,58 0±0 

 Desprendimento de células epiteliais 1,66±1,58 12,33±1,8* 16,66±1,58* 1,33±1,58 1±1,5 

Células hepáticas Condensação/Degradação citoplasmática 0±0 15,66±2,5* 17,66±1* 0±0 0±0 

 Alteração do conteúdo citoplasmático 0±0 8,66±1,73* 10,88±1,05* 1,77±2,1 1,77±2,1 

 Perda da integridade das membranas 

citoplasmáticas 

1±1,5 15,66±2,5* 16,66±1,58* 1,33±1,58 0±0 

 Degradação do núcleo 1±1,5 3±0* 12,66±1,32* 1±1,5 1,33±1,58 

* estatisticamente significativo - ANOVA/Dunnett (p<0, 05). 
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Figura A: Micrografias eletrônicas do intestino médio do diplópodos Rhinocricus 

padbergi. 1 – 2: grupo controle; 3 – 6: grupo exposto à vinhaça bruta na concentração 

de campo.  

ca: célula absortiva; ch: célula hepática; es: esferocristal; jc: junção celular; m: 

mitocôndria; mp: membrana plasmática; mv: microvilosidades; n: núcleo; rer: retículo 

endoplasmático rugoso; t: traqueíola; va: vacúolo autofágico; seta em 3: redução das 

microvilosidades; setas em 4: dialtação e degranulação das cisternas do retículo 

endoplasmático rugoso; setas em 5: espaços intercelulares. 
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Figura B: Micrografias eletrônicas do intestino médio do diplópodos Rhinocricus 

padbergi. 1 - 5: exposto à vinhaça com o dobro da concentração de campo. 

ca: célula absortiva; ch: célula hepática; d: dilatação e degranulação das cisternas do 

retículo endoplasmático rugoso; es: esferocristal; mv: microvilosidade; n: núcleo; vs: 

vesícula secretora; seta em 1: perda de adesão celular. 
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Figura C: Micrografias eletrônicas do intestino médio do diplópodos Rhinocricus 

padbergi. 1 – 2: grupo exposto á vinhaça tratada na concentração de campo; 3 – 4: 

grupo exposto à vinhaça tratada com o dobro da concentração de campo. 

ca: célula absortiva; ch: célula hepática; es: esferocristal; mv: microvilosidade; n: 

núcleo; t: traqueíola; va: vacúolo autofágico; setas em 2: gotículas de lipídeo. 
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Resumo 

 A prática da fertirrigação utilizando-se da vinhaça de cana-de-açúcar é descrita 

como a forma mais empregada de reaproveitamento deste resíduo. Representa uma 

medida satisfatória tanto do ponto vista econômico, quanto agronômico, visto que a 

grande quantidade de matéria orgânica presente no resíduo exclui a necessidade de 

adubação das lavouras, além de apresentar aumento na produtividade. Entretanto, 

efeitos negativos em organismos bioindicadores foram relatados diante do uso da 

vinhaça como fertilizante, gerando alerta quanto ao emprego do resíduo. A utilização de 

diplópodos como organismos-teste na avaliação de toxicidade de solo, bem como a 

utilização de marcadores moleculares, tem sido empregada com sucesso, pois a junção 

destas duas ferramentas fornece respostas importantes sobre o efeito de agentes 

estressores no meio ambiente. Nesse sentido, este trabalho traz como proposta a 

correção do pH da vinhaça, para seu nível neutro na tentativa de diminuir sua toxicidade 

para posterior uso no solo, visto que uma das características negativas da vinhaça é seu 

pH ácido. Diplópodos da espécie Rhinocricus padbergi foram utilizados como 

bioindicadores para realização dos testes, os quais foram elaborados da seguinte forma: 

1. Grupo controle (animais expostos somente ao solo); 2. Grupo de animais expostos ao 

resíduo em sua forma bruta (na concentração estabelecida pela Norma da CETESB); 3. 

Grupo exposto ao dobro desta mesma concentração, simulando uma situação de super 

dosagem; 4. Grupo exposto ao resíduo tratado com cal - pH ajustado para o valor 7,0 

(na concentração estabelecida pela Norma da CETESB); 5. Grupo exposto ao dobro 

desta última concentração. Após a exposição de 30 dias os animais foram dissecados 

para retirada do intestino médio, o qual foi processado para posteriores análises. Os 

efeitos dos resíduos foram avaliados por meio da imunomarcação da proteína de 

estresse HSP70 e por meio da investigação de células em morte programada, utilizando-

se do método de TUNEL, ambos de forma quantitativa e qualitativa. Os efeitos da 

vinhaça bruta na concentração de campo e no dobro desta concentração foram 

analisados comparativamente aos efeitos da vinhaça tratada na concentração de campo e 

no dobro desta concentração. Os resultados apontaram que os animais em contato com a 

vinhaça tratada, tanto na concentração de campo, quanto ao dobro da concentração, 

apresentaram menores marcações da proteína HSP70 em comparação aos animais 

expostos à vinhaça bruta. Os resultados do método de TUNEL também revelaram 

menores índices de marcação na vinhaça tratada, nas duas concentrações, 
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comparativamente ao que se observou na vinhaça bruta. Essas observações atestam que 

o tratamento da vinhaça com a finalidade de neutralizar o pH demonstrou ser menos 

prejudicial aos animais.   

Palavras-chave: HSP70, TUNEL, bioindicador de solo, diplópodo, toxicidade, 

vinhaça. 

 

Introdução 

 O Brasil ocupa posição de destaque no cultivo da cana-de-açúcar e é 

considerado um dos maiores produtores de etanol do mundo, logo essa categoria 

também apresenta como resultado altas quantidades de resíduos gerados. A vinhaça é o 

principal líquido residual proveniente da calda de destilação do licor de fermentação do 

álcool, de coloração acastanhada, ácido; cerca de 93% da vinhaça é de água e 75% da 

matéria seca é composta, principalmente, por glicerol, etanol, ácido láctico, ácido 

acético e compostos fenólicos, altos teores de fósforo e de potássio, caracterizando-a por 

alto poder fertilizante, mas também alto valor poluente (RAHMAN et al., 2018; 

FREITAS et al., 2018).  

 A indústria sucroalcooleira geralmente produz em média 156L de vinhaça para 

12L de etanol; com base nessa relação de produção é esperado que o volume deste 

efluente devará aumentar com a produção de etanol; a perspectiva é de que em 2024 

serão produzidos 1742 bilhão de litros de vinhaça (HOARAU et al., 2018).  

 No passado, o manejo inadequado desse resíduo provocou graves problemas de 

poluição e diante disso medidas foram tomadas para que houvesse uma maior 

conscientização do destino da vinhaça. Foi instituída, em 1978 no Brasil, uma Portaria 

do Ministério do Estado do Interior (n. 323, de 1978), que proibiu o lançamento direto 

de vinhaça em qualquer corpo hídrico pelas destilarias de álcool instaladas no país 

(DEMATTÊ et al., 2004). Dentre as possibilidades de reaproveitamento da vinhaça a 

fertirrigação passou a ser a mais empregada, graças ao seu elevado conteúdo de matéria 

orgânica (CHRISTOFOLETTI et al.,2017).  

 Os riscos de fertirrigação com a vinhaça estão associados principalmente 

acúmulo de nutrientes no solo, incluindo salinização e super fertilização, levando à 

lixiviação de sal para as águas subterrâneas, aumentando a instabilidade e/ou 

eutrofização dos corpos d'água. As altas quantidades de metais e conteúdos orgânicos 

representa um grande desafio para os ambientes naturais e, consequentemente, os 
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processos de despoluição da vinhaça devem ser aplicados antes da descarga no meio 

ambiente (HOARAU et al., 2018). 

Sabendo que a vinhaça apresenta não só alto conteúdo de matéria orgânica, mas 

também, apresenta vários metais em sua constituição (Cu, Cr, Ni e Zn), uma norma de 

aplicação foi criada para o emprego deste resíduo. A Norma Técnica P4.231 (CETESB -

Companhia Ambiental do Estado de São Paulo, 2015) estabelece os critérios e 

procedimentos para aplicação adequada da vinhaça no solo, proibindo a fertirrigação em 

áreas de risco, estabelecendo dosagens permitidas de acordo com o tipo de solo e 

variedade de cana-de-açúcar e alertando para que os tanques de armazenamentos e 

drenos sejam impermeáveis de modo a impedir contaminações de solo e de água 

(MORINI et al., 2017). No entanto, esta norma prevê apenas os riscos de alterações nas 

características químicas do solo, os efeitos ecológicos da sua aplicação não são 

considerados, principalmente os relacionados à fauna do solo (SOUZA et al., 2017). 

Estudos realizados no sentido de avaliar o potencial tóxico da vinhaça 

comprovaram seus efeitos nocivos em diferentes organismos bioindicadores, alertando 

que a utilização da vinhaça como fertilizante ainda requer cautela (SILVA et al., 2007; 

LYRA, 2008; CHRISTOFOLETTI et al., 2013; 2016; PEDRO-ESCHER et al. 2014; 

2016; MARINHO et al., 2014; CORREIA et al., 2017a; b;  GARCIA et al., 2017; 

COELHO et al., 2017; SOUZA et al., 2017). 

Nesse sentido, o emprego de diplópodos para análises ecotoxicológicas de solo 

tem sido uma ferramenta de grande auxílio, pois estes animais, além de possuir um 

íntimo contato com o solo, se movem por várias camadas de solo, o que reverte em 

informações essenciais no que diz respeito ao ambiente onde se encontram (SOUZA et 

al., 2017). E acrescido à utilização dos diplópodos, fazer uso das ferramentas 

moleculares representa uma forma mais abrangente de avaliar a complexidade com a 

qual agentes estressores podem afetar os bioindicadores.  

As proteínas de choque térmico (HSPs), conservadas desde os organismos mais 

primitivos até os mais complexos, exercem função citoprotetora e permite que as células 

respondam a diversas perturbações homeostáticas induzidas por estresse. Em virtude 

disso, essas proteínas são consideradas uma ferramenta eficiente em estudos de 

toxicidade, e, especificamente as HSP70, as quais, além de executar diferentes tarefas 

nos compartimentos celulares, encontram-se em todos os organismos vivos, são 

abundantes, altamente sensíveis e apresentam rápida expressão diante de um agente 
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estressor (MISHRA; PALAI, 2014; COELHO et al., 2017; MOREIRA-DE-SOUSA et 

al., 2018).  

A apoptose, ou morte celular programada, é um processo fisiológico pelo qual as 

células são removidas dos tecidos de maneira controlada. Células condenadas a 

apoptose apresentam alterações morfológicas características, as quais incluem 

condensação do citoplasma e núcleo da célula, fragmentação do DNA, dissociação das 

organelas celulares e ruptura da membrana plasmática da célula. Células apoptóticas são 

fagocitadas por células vizinhas e macrófagos e entre as alterações bioquímicas da 

apoptose estão a translocação da fosfatidilserina para o lado externo da membrana 

plasmática da célula, a exposição da anexina I e da calreticulina na superfície celular e o 

aumento do citocromo c no citoplasma da célula. As caspases são proteínas pro-

apoptóticas presentes como zimogênios e ativadas por hidrólise. Uma vez ativadas, elas 

funcionam como proteases de cisteína e ativam outras caspases, as quais podem ser 

distinguidas em dois grupos, as caspases iniciadoras, que iniciam o processo, e as 

caspases efetoras, que especificamente lisam moléculas que são essenciais para a 

sobrevivência celular. A apoptose pode ser desencadeada por estímulos provenientes do 

meio extracelular (via extrínseca) ou dentro da célula (vias intrínsecas) (BLANCO; 

BLANCO, 2017).  

Nesse sentido, a apoptose desempenha um papel crítico durante o 

desenvolvimento normal e a homeostase dos tecidos, consequentemente, a desregulação 

da apoptose está associada não só a doenças, mas também pelo contato com substâncias 

tóxicas que induzem a morte celular via apoptose e, o índice apoptótico pode servir de 

indicador de estresse ambiental (GARCIA-CASCA et al., 2010; MALLADI et al., 

2010).  

 O objetivo deste trabalho foi verificar se o tratamento da vinhaça de cana-de-

açúcar com a finalidade de neutralizar seu pH (7,0) diminui sua toxicidade, expondo 

animais bioindicadores à concentrações do resíduo a partir da Norma Técnica 

P4.231estabelecida pela CETESB, comparando os resultados obtidos com os de animais 

expostos à vinhaça bruta por meio da análise da marcação da proteína de estresse 

HSP70 e da marcação dos núcleos no processo de morte celular pelo método de 

TUNEL correlacionado os resultados de ambas as técnicas. A proposta da pesquisa é 

oferecer evidências que o tratamento por ajuste de pH torne o resíduo viável não só 

economicamente, mas também ambientalmente.  
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2. Material e métodos 

2.1 Solo 

O solo utilizado para os bioensaios, classificado como latossolo (OLIVEIRA, 

1999), foi coletado no local onde diplópodos foram obtidos (campus da Universidade 

Estadual Paulista – UNESP – Rio Claro) (22° 24' 36'S/ 47° 33' 36' W), São Paulo, 

Brasil. A amostras de solo, utilizadas tanto para o controle quanto para a mistura com o 

resíduo, foram coletadas a uma profundidade de 20 cm; o solo foi previamente seco à 

temperatura ambiente, peneirado com uma de tela de 4 mm e analisado quimicamente. 

 

2.2 Vinhaça de cana-de-açúcar 

 O resíduo foi coletado em usina localizada no interior do estado de São Paulo, 

Brasil. O efluente foi submetido a análises físico-químicas e mantido em câmara fria a 

4°C até a montagem dos experimentos.  

 A aplicação da vinhaça bruta (com características físico-químicas mantidas 

desde a coleta na usina), bem como da vinhaça tratada para ajuste de pH (com adição de 

CaO até que o pH atingisse o valor 7,0) simulou a situação de fertirrigação empregada 

nas culturas aplicadas a partir de concentrações segundo legislação vigente (CETESB 

P4.231, 2015). 

  

2.3 Caracterização química das amostras 

 As análises, química e físico-química, das amostras de solo e das amostras de 

vinhaça foram realizadas pelo laboratório ASL Análise Ambiental (Rio Claro, São 

Paulo, Brasil). 

 A caracterização de amostras de solo foi baseada em macronutrientes e 

micronutrientes (P, K, Ca, Mg, Al), matéria orgânica, pH, capacidade de troca catiônica 

(CTC), porcentagem de saturação de base e saturação de alumínio.  

A caracterização de amostras de vinhaça foi baseada no conteúdo de 

oligoelementos (Al, Sb, As, Ba, B, Cd, Pb, Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Hg, Mo, Ni, Ag, Se, V, 

Zn), no potencial agronômico (carbono orgânico, condutividade elétrica, nitrito, 

nitrogênio, nitrogênio Kjeldahl, nitrogênio amoniacal, sódio total, potássio total, cálcio 

total, magnésio total óxido de potássio, sólidos suspensos totais) e DQO (Demanda 

Química de Oxigênio) e DBO (Demanda Biológica de Oxigênio). 
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2.4 Cálculo para aplicação da vinhaça no solo (Norma Técnica – CETESB – 

P4.231) 

 Para calcular a dosagem adequada de vinhaça a ser aplicada no solo foram 

necessárias as análises físico-químicas da mesma e do potencial agronômico do solo, 

juntamente com os critérios e procedimentos para aplicação da vinhaça no solo agrícola 

estabelecidos pela Norma Técnica P4.231 (CETESB, 2015), agência governamental 

responsável pela fiscalização de atividades poluidoras no estado de São Paulo, Brasil. 

Neste estudo foi discriminado o termo “concentração de campo” para dosagem de 

vinhaça estipulada pela norma. 

 

2.4 Material biológico 

 Foram utilizados como organismo-teste, indivíduos adultos da espécie 

Rhinocricus padbergi. Os espécimes foram coletados no campus da Universidade 

Estadual Paulista (UNESP), Rio Claro, (22° 24' 36'S/ 47° 33' 36' W) São Paulo, Brasil. 

Os animais foram previamente aclimatados em laboratório por 30 dias em terrário 

contendo como substrato terra oriunda do local de coleta, temperatura de ± 23
o 

C e 

fotoperíodo controlado 12 horas claro/12 horas escuro. 

 

2.6 Bioensaios com R. padbergi 

 Para a montagem dos experimentos foram utilizados 15 terrários de dimensões 

20 cm de largura, 25 cm de altura e 45 cm de comprimento, nos quais foram colocados 

5 Kg de solo em cada juntamente com 10 animais. Os bioensaios foram montados em 

triplicata de acordo com os tratamentos propostos e em conformidade com a Norma 

P4.231 (CETESB, 2015), estruturados  da seguinte forma: 

 

1. Solo Controle: 5 Kg de solo + 10 diplópodos. 

2. Vinhaça bruta na concentração de campo: 5 Kg de solo + 73,5 mL de vinhaça 

bruta + 10 diplópodos.  

3. Vinhaça bruta no dobro da concentração de campo: 5 Kg de solo + 147 mL de 

vinhaça bruta + 10 diplópodos. 

4. Vinhaça tratada (pH neutro) na concentração de campo: 5 Kg de solo + 73,5 mL 

de vinhaça tratada + 10 diplópodos. 
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5. Vinhaça tratada (pH neutro) no dobro da concentração de campo: 5 Kg de solo 

+ 147 mL de vinhaça tratada + 10 diplópodos. 

 

2.7 Dissecção dos animais 

  Após 30 dias de exposição aos resíduos foram coletados três indivíduos de cada 

tratamento; os animais foram anestesiados com éter sulfúrico e dissecados em placas de 

petri contendo solução fisiológica; o intestino médio foi retirado e as amostras do 

material foram previamente limpas; pequenos fragmentos do intestino médio foram 

fixados em paraformoldeído 4% por 24 horas e após a fixação as amostras foram 

transferidas para o tampão fostato de sódio (pH 7,4) e armazenadas a 4°C para posterior 

processamento.  

 

2.8 Imunomarcação da proteína HSP70 (Imuno-histoquímica) 

As amostras do material foram desidratadas em série crescente de álcool gelado 

preparado com tampão fosfato de sódio (PBS) pH 7,4 (15, 30, 50, 70, 85, 90, e 95%) 

durante 20 minutos cada banho. Em seguida, o material foi colocado em xilol + álcool 

por 20 minutos e em seguida xilol também por 20 minutos. Após este procedimento, foi 

feita a embebição do material em parafina líquida (Paraplast), sendo três trocas de 8 

horas cada e inclusão em parafina ultra-pura (Paraplast). Posteriormente, o material foi 

seccionado em secções de 6µm com auxílio do micrótomo; as secções foram então 

hidratadas e recolhidas em lâminas apropriadas para imuno-histoquímica (Immunoslide, 

Ref. EP-51-30185). 

Para a realização da imuno-histoquímica, foi seguido um protocolo proposto em 

Coelho et al. (2017). Para marcação da HSP70 foi utilizado o anticorpo primário 

(monoclonal anti heat shock protein 70 - HSP70 produzido em mouse, Sigma) e, em 

seguida, o anticorpo secundário (anti mouse IgG molécula inteira) conjugado com 

fosfatase alcalina. Para a revelação da imunomarcação foi utilizado o Kit Dako 

EnVision™ G|2 System/AP Rabbit/Mouse (Permanent Red). 

O material foi fotografado e analisado no programa Image J e partir destas 

análises testes estatísticos foram realizados pelo programa Sigma Plot 13. 

 

2.9 Análises dos resultados – HSP70 
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 Utilizando-se do microscópio de luz, todas as lâminas foram qualitativamente 

analisadas nas objetivas de 10x, 20x e 40x. A imunomarcação positiva foi definida 

quando da observação da cor vermelho-rosada e de acordo com sua intensidade, 

podendo ser maior ou menor conforme a quantidade de proteínas da família HSP70 

presente nas células; a marcação negativa foi definida quando não se observou 

coloração no tecido/célula. Somada a esta análise, as lâminas também foram analisadas 

quantitativamente. As imagens obtidas de todos os cortes foram digitalizadas a partir de 

uma câmera acoplada ao microscópio, fazendo-se uso de um programa para captura de 

imagens – Leica Qwin Standard v. 2.8. As imagens foram transferidas ao programa 

Image J e a partir dele, calculou-se a porcentagem de área imunomarcada em relação à 

área total do material analisado em cada secção histológica. Os dados obtidos na 

avaliação quantitativa de cada tratamento foram comparados aos resultados obtidos para 

os indivíduos expostos à amostra de solo controle, por meio do teste estatístico 

Kruskall-Wallis. Antes da execução do teste estatístico de múltipla comparação, a 

normalidade e a homogeneidade de variância dos dados foram testadas por meio dos 

testes Shapiro-Wilk e Brown-Forsythe, respectivamente. O teste estatístico e a 

representação gráfica foram realizados no programa Sigma Plot 13. 

 

2.10 Método de TUNEL 

Para melhor estabelecimento da arquitetura tecidual no microscópio confocal de 

varredura a laser foi necessária a utilização de uma técnica auxiliar para marcação da 

actina-F e núcleo, a qual forneceu o delineamento do intestino médio, facilitando a 

posterior análise pelo método de TUNEL.  

Para a marcação da actina-F e do núcleo as amostras do material foram fixadas 

em paraformoldeído 4% por 4 horas e colocadas em tampão fosfato de sódio (PBS) pH 

7,4; os materiais foram incluído em agarose e seccionados num vibrátomo. Os cortes 

foram permeabilizados com 0,2% de Triton X-100 (Sigma) e lavados em PBS e em 

seguida foram incubados por 30 minutos com faloidina conjugada com Alexa 488 

(Molecular Probes), soro normal de cabra (Vector) e PBS. Os núcleos foram marcados 

com DAPI (4',6'-diamino-2-fenilindol, Molecular Probes); as lâminas foram montadas 

utilizando o Prolong® Diamond Antifade (Molecular Probes). 

As lâminas foram analisadas e fotografadas por meio do microscópio confocal 

de varredura a laser (Leica TCS-SP5 II) e seguindo os mesmos parâmetros: (laser 
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Argônio=10%, λ=488 nm, Gain=957.0 V, Offset=-1.9%, Pinhole=53.64 μm), DAPI 

(laser diodo=10%, λ=405 nm, Gain=730.0 V, Offset=-1.0%, Pinhole=67.90 μm). Como 

estas marcações da actina-F e do núcleo foram realizadas para simples conferência da 

estruturação do intestino médio, e também para facilitar a localização das marcações 

encontradas no teste de TUNEL, as imagens não foram analisadas estatisticamente. 

 Para a realização do método de TUNEL as amostras do material foram fixadas e, 

paraformoldeído 4% por 24 horas e transferidas para tampão fosfato de sódio (PBS) pH 

7,4; as amostras foram incluídas em agarose e seccionadas em vibrátomo.  

 Para aplicação da técnica de TUNEL foi seguido o protocolo do kit AP “In Situ 

Cell Death Detection” (Roche). Os cortes adquiridos em lâminas foram recobertos com 

solução de proteinase K (20 μg/mL em 100mL Tris-HCl, pH 7,5), por 15 minutos, a 

temperatura ambiente e câmara úmida (caixa específica que protege as lâminas da luz e 

contém algodão com água destilada, o que impede os cortes de secarem). Em seguida, 

lavados em quatro banhos de PBS para retirar o excesso do reagente anterior, de 2 

minutos cada. Posteriormente foram colocados 50 μL da solução de TUNEL, de acordo 

com o protocolo do kit, sobre as secções histológicas tratadas, enquanto que a secção 

controle recebeu 50 μL da solução 1, que contem no kit, sem a enzima. As secções 

foram mantidas em câmara úmida por 60 minutos a 37
o
C e posteriormente lavadas três 

vezes em PBS, 2 minutos cada troca; em seguida as lâminas foram então montadas com 

Prolong® Diamond Antifade (Molecular Probes).  

 Para a realização desta técnica foram feitos controles positivos e negativos. Nos 

controles positivos foi adicionada a DNase, que tem a função de induzir a quebra do 

DNA, para que ocorra marcação, mesmo que não haja morte celular neste tecido. Neste 

controle, a DNase é a adicionada e o protocolo normal do TUNEL é seguido com as 

aplicações dos anticorpos. Já no controle negativo é adicionado apenas o anticorpo sem 

a enzima, pois dessa forma testa-se a viabilidade e funcionalidade do kit.  

 

2.11 Análises dos resultados – TUNEL 

As lâminas foram visualizadas e analisadas no laboratório de Microscopia 

Eletrônica da UNESP de Rio Claro-SP por meio de um microscópio confocal de 

varredura a laser (Leica TCS-SP5 II) e para a aquisição das imagens foi utilizado o 

software Leica Application Suite-AF. Todas as lâminas foram fotografadas com os 

mesmos parâmetros, sendo eles: Smart Gain: 1141.0 V; Smart Offset: 0,2%; Pinholi: 
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67.97; Line: 8; Frame: 2; Resolução: 1024x1024; Velocidade: 40Hz; Lazer 14% 

Standy; Número de steps: 5 e Z-volume = 25 μm. A quantificação da marcação de 

TUNEL nas imagens adquiridas foi feita com auxílio do software Leica Application 

Suite-AF, nas quais a intensidade de fluorescência emitida foi mensurada em escala de 

cinza. Os valores da marcação de TUNEL obtidos para cada grupo experimental foram 

comparados estatisticamente pelo teste de Kruskall-Wallis, programa Sigma Plot 13. A 

partir das imagens obtidas foi realizado teste estatístico e a representação gráfica, os 

quais foram realizados no programa. Antes da execução do teste estatístico de múltipla 

comparação, a normalidade e a homogeneidade de variância dos dados foram testadas 

por meio dos testes Shapiro-Wilk e Brown-Forsythe, respectivamente.  

 

3. Resultados  

3.1 Análises químicas das amostras  

 Os resultados da sobre o potencial agronômico e fertilidade do solo, os quais são 

fundamentais para os cálculos de aplicação do resíduo no solo de acordo com a 

legislação brasileira encontram-se na tabela 1.  

Na tabela 2 são apresentadas as análises físico-químicas e de metais das 

amostras de solo e de vinhaça. Os valores de DBO e DQO são considerados altos, 

demonstrando grande quantidade de matéria orgânica; o pH apresenta valor baixo, 

confirmando a acidez do resíduo e as quantidades de metais não se apresentaram 

significativas de acordo com a legislação que prevê as quantidades desses elementos no 

solo (VALORES ORIENTADORES PARA SOLO E ÁGUA SUBTERRÂNEA NO 

ESTADO DE SÃO PAULO, 2016). 

 

3.2 Imuno-histoquímica – proteína HSP70 

 A análise do intestino médio dos animais do grupo controle apresentou uma 

marcação evidente, porém considerada imunomarcação fraca na região basal do epitélio, 

moderada na região apical do epitélio, bem como na camada de células hepáticas e 

negativa para HSP70 na camada muscular (Fig. 1A). 

 Nos animais expostos à vinhaça bruta na concentração de campo, a 

imunomarcação observada  revelou-se fortemente marcada na região apical do epitélio e 

na camada de células hepáticas, houve fraca marcação na base do epitélio e marcação 

negativa na camada muscular (Fig. 1B).  
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 No grupo exposto à vinhaça bruta no dobro da concentração de campo a 

imunomarcação observada foi bastante similar ao observado no tratamento na 

concentração de campo, porém é possível visualizar que as células apresentaram uma 

marcação mais intensa. A forte marcação observada na região apical do epitélio, por 

vezes, se estendeu até a região basal (seta na Fig. 1C) e a camada de células hepáticas 

mostrou-se fortemente marcada e a camada muscular permaneceu negativa (Fig. 1C). 

 A exposição à vinhaça tratada na concentração de campo revelou uma fraca 

imunomarcação na região apical do epitélio quando comparado aos tratamento com a 

vinhaça bruta em ambas as concentrações, aproximando-se do observado para o grupo 

controle, na região basal do epitélio a marcação foi negativa, assim como na camada 

muscular, e, na camada de células hepáticas houve células com marcações fracas e 

células moderadamente marcadas (setas na Fig. 1D). 

 No grupo exposto à vinhaça tratada no dobro da concentração de campo 

observou-se uma imunomarcação fraca na região apical e basal do epitélio, marcação 

negativa na camada muscular e forte na camada de células hepáticas em comparação ao 

grupo controle, mas moderada em relação aos tratamentos com vinhaça bruta em ambas 

as concentrações (Fig. 1E). 

 

3.3 Análise estatística da imunomarcação da proteína HSP70 

 Embora tenham sido observadas imunomarcações consideráveis de HSP70 no 

intestino médio dos diplópodos de todos os tratamentos com a vinhaça, a comparação 

estatística da área imunomarcada em relação a área total da imagem adquirida entre os 

grupos experimentais não mostrou significância (p= 0,147). A figura 2 apresenta 

graficamente estes resultados. 

 

3.4 Método de TUNEL 

 Uma vez estabelecida a arquitetura tecidual do intestino médio com a técnica de 

marcação de actina-F e núcleo observou-se que os núcleos  foram marcados de azul nas 

células epiteliais e nas células hepáticas; o bordo em escova foi marcado de verde, 

situando a orientação do epitélio; os limites celulares também foram marcados de verde; 

a camada muscular foi fracamente marcada em verde demonstrando o limite entre o 

epitélio e a camada de células hepáticas (Fig. 3A)  



107 
 

 
 

 A marcação pelo método de TUNEL apresentou-se positiva para o intestino 

médio do diplópodo avaliado em todos os tratamentos aos quais foram submetidos, pois 

o método foi considerado válido, uma vez que os controles positivos e negativos 

reagiram conforme o esperado; no controle positivo da técnica ocorreram marcações em 

todos os núcleos das células epiteliais e das células hepáticas (Fig. 3B), ao contrário do 

controle negativo que não apresentou marcação, atestando o funcionamento correto do 

método (Fig. 3C). 

 No intestino médio dos animais expostos ao grupo controle o índice maior de 

marcações foi observado na região epitelial, sendo os núcleos da porção apical e média 

do epitélio os que mais apresentaram marcações; marcações mais espaçadas foram 

observadas nos núcleos da camada de células hepáticas, demonstrando processos 

naturais de morte celular no tecido (Fig. 3D). 

 No grupo exposto à vinhaça bruta na concentração de campo, poucas marcações 

foram observadas. Os núcleos epiteliais apresentaram marcações mínimas, a maioria das 

marcações dos núcleos localizou-se preferencialmente na camada de células hepáticas 

(Fig. 4A).  

 No grupo exposto à vinhaça bruta no dobro da concentração de campo observou-

se que houve um aumento das marcações em comparação ao tratamento na 

concentração de campo e grupo controle, sendo a maioria concentrada nos núcleos da 

camada de células hepáticas; na região epitelial novamente houve mínimas marcações 

(Fig, 4B). 

 O grupo exposto à vinhaça tratada na concentração de campo apresentou poucas 

marcações. Na região epitelial poucos núcleos foram marcados na porção apical e 

média; na camada de células hepáticas também houve marcação de poucos núcleos em 

comparação aos tratamentos com a vinhaça bruta em ambas as concentrações (Fig. 4C). 

 No grupo exposto à vinhaça tratada no dobro da concentração de campo 

observou-se que a região epitelial não apresentou marcações e a camada de células 

hepáticas apresentou núcleos marcados em maior incidência quando comparado ao 

tratamento com a vinhaça tratada na concentração de campo, mas não superior aos 

tratamentos com a vinhaça bruta em ambas as concentrações (Fig. 4D). 
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3.5 Análise estatística da marcação dos núcleos pelo método de TUNEL 

 Não houve diferença estatística entre as intensidades de fluorescência 

mensuradas para os diferentes grupos experimentais (p= 0,337), sendo que as médias 

ficaram próximas. A figura 5 representa graficamente estes resultados. 

 

4. Discussão 

 A fertirrigação da vinhaça da cana-de-açúcar tem sido apresentada como uma 

prática de grande auxílio para as usinas, pois vários problemas são resolvidos em uma 

única ação, ou seja, define um destino para o resíduo, ao passo que serve como 

fertilizante, diminuindo gastos com adubação. Entretanto, essa solução requer cuidados 

específicos no que diz respeito à contaminação ambiental, pois pode causar severa 

deterioração dos solos, de águas superficiais e lençóis freáticos. Diante da alta 

capacidade poluidora da vinhaça vários países foram levados a adotar regulamentações 

sobre a descarga deste efluente, visando reduzir o impacto ambiental e minimizando o 

contato direto de vinhaça bruta com o meio ambiente (ARAÚJO; OLIVEIRA, 2016; 

MORINI et al., 2017; HOARAU, et al., 2018; RAHMAN et al., 2018). 

 Com efeito, não é somente o solo e os recursos hídricos que podem ser 

prejudicados pela vinhaça, mas também os seres vivos que os habitam. Experimentos 

utilizando-se de organismos bioindicadores expostos à vinhaça também revelaram os 

diversos impactos negativos que o resíduo pode provocar. Souza et al. (2017) 

apresentaram os efeitos da vinhaça em invertebrados sob diferentes formas de análise e 

as avaliações histopatológicas, imunohistoquímicas e alterações comportamentais 

demonstraram o potencial tóxico da vinhaça sobre estes animais. 

 Sabe-se que as proteínas de choque térmico HSP70 são chaperonas moleculares 

envolvidas em inúmeras funções intra e extracelulares, e todas elas estão relacionadas à 

citoproteção, participando ativamente da maquinaria de reparo celular. Nesse sentido, 

essas proteínas têm sido amplamente empregadas em processos de avaliação de 

contaminações ambientais, pois sua expressão é indicativa do quanto o agente 

poluidor/estressor está interferindo nas atividades celulares e fisiológicas dos 

organismos. Sabe-se também que as HSPs estão envolvidas no processo de apoptose, 

pois inúmeros trabalhos apontam as intervenções que essas proteínas apresentam nas 

vias apoptóticas, de modo que, foram classificadas como anti-apoptóticas as HSP27, 

HSP70 E HSP90 e pró-apoptóticas as HSP60 e HSP10 (BEERE. GREEN, 2001; 
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DIDELOT et al., 2006; ARYA et al., 2007; CASTRO et al., 2013; MOREIRA-DE-

SOUSA et al., 2018). A resistência adquirida das células ao estresse é um conceito bem 

estabelecido, no entanto, em estudos dos principais mediadores desta resposta oriunda 

das proteínas de choque térmico (HSPs) levaram a descoberta dos importantes papéis 

desempenhados por essas proteínas na regulação da morte celular apoptótica 

(KENNEDY et al., 2014). 

 Com base nisso, o presente estudo fornece informações sobre os efeitos da 

vinhaça da cana-de-açúcar bruta e após neutralização de seu pH, sobre um bioindicador 

de solo, avaliando a ativação da proteína HSP70 e o processo de apoptose pelo método 

de TUNEL, traçando um paralelo entre os resultados obtidos. O uso de diplópodos 

como bioindicadores acrescido da utilização das técnicas moleculares apropriadas para 

avaliar os processos de estresse e morte celular tornou possível inferir efeitos mais 

complexos nestes organismos em contato com o resíduo como um agente estressor.  

 As imunomarcações da HSP70 observadas nos animais expostos ao grupo 

controle em regiões específicas, como células epiteliais e células hepáticas, são um 

indicativo de que essas proteínas residem normalmente nas células e fazem parte da 

linha de defesa das mesmas em condições normais. Ao passo que as marcações de 

apoptose no grupo controle apresentaram-se concentradas na região epitelial, sendo os 

núcleos da porção apical e média do epitélio os que mais apresentaram marcações; na 

camada de células hepáticas houve marcações com maior distanciamento uma das 

outras, também indicativo de que este processo participa da homeostase tecidual 

normal.  

 O processo de renovação celular na região epitelial, bem como a função de 

detoxificação sabidamente exercida pela camada de células hepáticas possibilita uma 

interpretação numa área de intersecção entre a imunomarcação da HSP70 e o processo 

de apoptose, pois a ativação da proteína ocorre em mecanismos normais como, no ciclo 

de divisão celular, crescimento celular e processos de morte celular. Se no organismo há 

necessidade de renovar as células por uma razão de desgaste, mau funcionamento ou 

excesso de acúmulo de substâncias nocivas, as HSP70 são ativadas como meio de 

controle da qualidade do processo e, consequentemente, a via apoptótica é também 

ativada, pois a homeostase tecidual é dependente do equilíbrio dinâmico entre 

proliferação celular e apoptose (JÄÄTELA et al., 1998; CASTRO et al., 2013; 

COELHO  et al, 2017; MOREIRA-DE-SOUSA et al., 2018).  
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 No grupo de animais expostos a vinhaça bruta, na concentração de campo, a 

HSP70 apresentou imunomarcação mais intensa na região apical do epitélio e na 

camada de células hepáticas, quando comparado ao grupo controle, enquanto que no 

grupo exposto ao dobro da concentração as células hepáticas apresentaram 

imunomarcação com maior intensidade comparativamente ao grupo exposto a 

concentração de campo, bem como ao controle. Enquanto que no grupo exposto à 

vinhaça bruta, na concentração de campo, poucas marcações de apoptose foram 

observadas, sendo a maioria localizada, preferencialmente, na camada de células 

hepáticas, enquanto que, no dobro da concentração de campo, houve um aumento das 

marcações em comparação ao grupo anterior, sendo a maioria concentrada nos núcleos 

da camada de células hepáticas. 

 Os resultados para HSP70 corroboram ao que foi descrito por Coelho et al. 

(2017) que também expuseram diplópodos à vinhaça de cana-de-açúcar e relataram que 

nos animais expostos a esse resíduo, as imunomarcações positivas na região apical do 

epitélio eram compatíveis com processos de proteção celular, na medida em que as 

imunomarcações positivas observadas nas células hepáticas também sinalizaram a 

função citoprotetora, pois ambas as células asseguraram a homeostase celular 

estimulando uma reação do organismo frente ao resíduo. Diante da escassez de 

trabalhos com HSP70 em diplópodos expostos a agentes estressores, os autores 

correlacionaram os dados obtidos aos dados de morfologia existentes com estes animais 

para facilitar as inferências sobre o contato dos animais com a vinhaça.  

 Deste modo, as imunomarcações observadas nos animais expostos à vinhaça, em 

ambas as concentrações refletem na porção apical do epitélio a primeira barreira de 

defesa do órgão. Sabe-se que nesta região encontram-se as células absortivas dotadas de 

microvilosidades, as quais participam não só da absorção de alimentos, como também 

impedem que substâncias nocivas adentrem ao organismo; sendo assim a participação 

das HSP70 nessa etapa é recrutada. Supõe-se também que a localização da expressão da 

proteína HSP70, preferencialmente em determinadas regiões, relaciona-se com a 

disposição das organelas nas células, visto que nas células absortivas a ocorrência de 

muitas mitocôndrias na porção apical das células, bem como a grande quantidade de 

retículo endoplasmático rugoso na porção mediana destas células, possivelmente 

estabilizam as reações celulares evitando comprometimentos das funções proteicas 

diante de substâncias citotóxicas (KÖLHER et al., 1995; CAMARGO-MATHIAS et al., 
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2004; ALVES FILHO, 2008; CASTRO et al., 2013; FONTANETTI et al., 2015; 

CRISTOFOLETTI  et al., 2016; COELHO et al., 2017). Por estas razões, sugere-se que 

as imunomarcações localizadas na porção apical do epitélio estejam participando dos 

processos de citoproteção ao organismo frente a substâncias nocivas, função esta tão 

bem desempenhada pelas HSP70.  

 Sabe-se que a vinhaça apresenta quantidades desbalanceadas de elementos 

minerais e orgânicos, além de pH ácido, logo uma situação de estresse osmótico 

também pode ocorrer nas células levando ao aumento dos níveis de HSP70 na medida 

em que auxiliam na síntese e maturação de novas proteínas que irão substituir aquelas 

afetadas pelo estresse metabólico (CASTRO et al., 2013; CRISTOFOLETTI et al., 

2017).  

  As imunomarcações mais intensas observadas nas células hepáticas nas 

exposições à vinhaça bruta, em ambas as concentrações, atestam que altos níveis de 

HSP70 são decorrentes da citoproteção excercida por estas células, pois correlacionando 

aos vários trabalhos com o intestino médio do diplópodo R. padbergi, em todos são 

relatados grandes acúmulos de esferocristais nas células hepáticas, desempenhando o 

papel de inativação de compostos químicos tóxicos no organismo do animal 

(FONTANETTI et al., 2015). 

 Paralelamente aos resultados de marcação de apoptose, em ambos os grupos 

expostos à vinhaça bruta, pode-se inferir que na situação de pouca marcação no método 

de TUNEL a super expressão da HSP70 (resultado de marcações mais intensas) tenha 

inibido a apoptose, uma vez que inúmeros trabalhos relatam a intervenção das HSP70 

nas vias apoptóticas, as quais também protegem as células contra estímulos apoptóticos. 

A literatura ainda aponta que as HSP70 podem atuar em vários pontos nas vias 

apoptóticas com a finalidade de garantir que o dano induzido pelo estresse não 

desencadeie, inadequadamente, a morte celular, visto que o custo energético para célula 

do processo de morte é grande, portanto verificações apropriadas antes que a cascata 

apoptótica tenha “permissão” para executar a morte são de fundamental importância. Ao 

que parece as HSP70 fornecem um forte sistema de verificação (BEERE; GREEN 2001; 

DIDELOT et al., 2006; 2007; ARYA et al., 2010).  

 A participação das mitocôndrias na regulação da apoptose também tem sido 

reportada, ao que parece vários estímulos de morte atingem essas organelas e 

estimulam, por um mecanismo desconhecido, a liberação de várias proteínas, incluindo 
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o citocromo c e, uma vez liberado no citosol, o citocromo c liga-se à sua molécula 

adaptadora Apaf-l (Apoptotic protease activating factor 1) que oligomeriza e ativa a 

pró-caspase-9, formando o complexo apoptossomo, resultando na clivagem e ativação 

de pró-caspase-9 e outras pró-caspases que são responsáveis pelas etapas executivas da 

morte celular apoptótica (ROBERTSON; ORREINIUS, 2000). Considerando estas 

informações e o fato de que muitas mitocôndrias ocorrem nas células principais do 

intestino médio, possivelmente essas organelas estão envolvidas tanto na ativação das 

HSP70 quanto nos processos de apoptose destas células. 

 O tratamento da vinhaça para neutralização de seu pH revelou-se menos danoso 

aos tecidos analisados, pois as imunomarcações observadas no grupo exposto à vinhaça 

tratada, na concentração de campo, foram consideradas fracas em relação ao observado 

nos grupos expostos à vinhaça bruta, aproximando-se do observado para o grupo 

controle. Enquanto que nos animais expostos à vinhaça tratada no dobro da 

concentração houve imunomarcação forte na camada de células hepáticas. 

Comparativamente aos resultados para marcação da apoptose, poucas marcações foram 

observadas em relação aos grupos expostos à vinhaça bruta e, no grupo exposto à 

vinhaça tratada, dobro da concentração de campo, a região epitelial não apresentou 

marcações e a camada de células hepáticas apresentou núcleos marcados em maior 

incidência quando comparado ao tratamento anterior, mas não superior aos tratamentos 

com a vinhaça bruta. 

 A correlação destes resultados sugere que nas células com menos ativação da 

HSP70, provavelmente, o resíduo não alterou o meio celular, bem como neutralizou a 

absorção de substâncias tóxicas pelo intestino médio. Os processos de renovação celular 

foram mínimos, também atestando não haver muitas ocorrências de células danificadas. 

Consequentemente, os processos de apoptoses mantiveram-se na incidência normal do 

tecido. 

 A análise de células em apoptose pode representar grande utilidade em processos 

de avaliações ambientais, tanto quanto a HSP70, pois além de estarem associadas, 

apresentam grande sensibilidade diante de substâncias citotóxicas. Alguns exemplos de 

trabalhos com o uso desta ferramenta foi apresentado por Garcia-Casca et al. (2010), 

que avaliaram a apoptose folicular no mexilhão da espécie Mytella strigata e obtiveram 

dados que sinalizaram que o índice apoptótico em mexilhões tropicais pode sim 

representar um indicador útil de estresse ambiental nos ecossistemas costeiros. 
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Yavaşoğlu et al. (2016) utilizaram a espécie Mytilus galloprovincialis(mexilhão negro) 

para avaliar o efeitos de agentes poluidores por meio da imunorreação de TUNEL e o 

nível de apoptose em paralelo com alterações histopatológicas. O aumento da expressão 

do gene da caspase e da imunorreatividade do TUNEL nos tecidos de mexilhões mais 

expostos aos contaminantes do ambiente foram encontrados em confirmação com as 

alterações histopatológicas, especialmente no hepatopâncreas, órgão mais afetado por 

poluentes orgânicos e inorgânicos devido ao fato de ser uma região metabolicamente 

ativa. Logo, os resultados mostraram que o hepatopâncreas é mais sensível ao dano 

causado por poluentes ambientais do que as brânquias e que estes tecidos podem ser 

usados como um sistema de alerta precoce e monitoramento da poluição no ecossistema 

marinho. 

   

5. Conclusão 

 Face ao exposto, o presente estudo trouxe como proposta o tratamento da 

vinhaça para ajuste de pH e a avaliação dos efeitos do resíduo tratado em comparação a 

sua forma bruta em animais bioindicadores de solo. Em associação com ferramentas 

moleculares como a investigação da ativação das proteínas HSP70 e do processo de 

morte por apoptose foi possível observar que o resíduo com pH neutro apresentou 

menores alterações nestes tipos de resposta nas células dos animais, confirmando ser 

uma alternativa viável para o emprego da vinhaça na fertirrigação.  
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Tabela 1. Dados referentes à fertilidade do solo controle. 

Parâmetro Solo 

pH (CaCl2) 5 

MO(g/dm
3
) 20 

P (mg/dm
3
) 6 

K (mmolc/dm
3
) 1,4 

Ca (mmolc/dm
3
) 19 

Mg (mmolc/dm
3
) 10 

H+Al (mmolc/dm
3
) 23 

SB (mmolc/dm
3
) 30,4 

CTC (mmolc/dm
3
) 53,4 

V% 57 

MO: matéria orgânica; CTC: capacidade de troca catiônica; SB: soma das bases; V: 

saturação de bases.  

Método: Análise química para a avaliação da fertilidade de solos tropicais, Instituto 

Agronômico, 2001.  
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Tabela 2. Análises físico-químicas e de metais das amostras de solo e de vinhaça. 

Parâmetro Amostras VPM Método 

Solo (mg/Kg) Vinhaça (mg/L) Solo  Vinhaça Solo Vinhaça 

Arsênio 9,25 <0,005 NA NA USEPA 7062 USEPA 7062 

Bário 24,95 0,201 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Cádmio <0,167 <0,001 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Cálcio 360 992  

(Diluição: 50) 

NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Carbono orgânico total2 3,49 7820 NA NA POPPA 182 SMEWW 5310B 

Chumbo 25,67 <0,005 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Cobre 13,67 0,119 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Alumínio3/Alumínio 1 2,18 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Ferro - 6,33 NA NA - SMEWW 3030E 

Manganês - 3,357  
(Diluição: 10) 

NA NA - SMEWW 3030E 

Condutividade eletrolítica 

(µs/cm) 

78 10740 NA NA IAC 2009 SMEWW 2510B 

Cromo 15,93 0,025 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Cloreto - 1443 

 (Diluição: 100) 

 250 - USEPA 300.1 

Enxofre total 41,75 - NA NA USEPA 3050B - 

Fósforo total 237  

(Diluição: 10) 

49,3  

(Diluição: 50) 

NA NA USEPA 3050B USEPA 300.1 

Magnésio 158 307  

(Diluição: 10) 

NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Mercúrio <0,011 <0,0002 NA NA USEPA 7471 USEPA 7470 

Molibdênio 1,750 0,010 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Níquel 4,060 0,024 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Nitrogênio nítrico <1,262 <11,400 (Diluição: 
100) 

NA NA USEPA 300.1 USEPA 300.1 

Nitrogênio nitroso <0,033 <0,300 

(Diluição: 100) 

NA NA USEPA 300.1 USEPA 300.1 

Nitrogênio amoniacal 18,5 10,77  

(Diluição: 10) 

NA NA SMEWW 4500-

NH3 B, C 

SMEWW 4500-

NH3D 

Nitrogênio kjedahl 433,1 278,9 NA NA SMEWW 4500-
Norg B 

SMEWW 4500-
NorgB 

pH 5 4,23 NA NA USEPA 9045 USEPA 9045 

Potássio 1,4 3210  
(Diluição: 50) 

NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Selênio <0,278 <0,005 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Sódio total <55,556 12,4 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Conteúdo sólido  3860 NA NA - SMEWW 2540D 

Umidade 10,12 - NA NA POPDAM 049 - 

Zinco 9,61 0,754 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Prata - <0,005 NA 0,01 USEPA 3050B SMEWW 3030E 

Dureza calculada - 1457,0 NA NA - SMEWW 2340B 

DBO  

(incubação de 5dias) 

- 16586 NA NA - SMEWW 5210B 

DQO  

(Diluição: 50) 

- 31257 NA NA - SMEWW 5220D 

 

VMP: valor máximo permitido, segundo a CETESB (195/2005-E); SMEWW: Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 

22th Edition, 2012; USEPA: United States Environmental Protection Agency; POP: Procedimento Operacional Padrão para determinação por 

cálculo; ICA: Métodos de análise química, mineralógica e física de solos do Instituto Agronômico de Campinas, 2009; NA: não aplicável. 
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Figura 1. Secções histológicas do intestino médio de R. padbergi submetidas a técnica 

de imunohistoquímica para marcação da proteína HSP70. A: grupo controle. B: grupo 

exposto a vinhaça bruta na concentração de campo; C: grupo exposto a vinhaça bruta no 

dobro da concentração de campo; D: grupo exposto a vinhaça tratada na concentração 

de campo; E: grupo exposto a vinhaça no dobro da concentração de campo. 

be: bordo em escova; cm: camada muscular; ch: célula hepática; e: epitélio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



122 
 

 
 

Figura 2. Representação gráfica das imunomarcaçãos da proteína HSP70 por 

porcentagem de área do intestino médio de R. padbergi. 

controle: grupo expostos ao solo controle; [C]: grupo exposto a solo contendo vinhaça 

bruta na concentração de campo; 2[C]: grupo exposto a solo contendo vinhaça bruta no 

dobro da concentração de campo; Cal [C]: grupo exposto a solo contendo vinhaça 

tratada na concentração de campo; Cal 2[C]: grupo exposto a solo contendo vinhaça 

tratada no dobro da concentração de campo. 
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Figura 3. Secções histológicas do intestino médio do diplópodo R. padbergi submetidos 

a aplicação da técnica de Marcação da actina-F/núcleo e método de TUNEL. A: 

Marcação da actina-F/núcleo; B: controle positivo do método de TUNEL; C: controle 

negativo do método de TUNEL; D: grupo controle. 

e- epitélio, ch- camada de células hepáticas, cm- camada muscular   
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Figura 4. Secções histológicas do intestino médio do diplópodo R. padbergi submetidos 

ao método de TUNEL. A: grupo exposto à vinhaça bruta na concentração de campo; B: 

grupo exposto à vinhaça bruta no dobro da concentração de campo; C: grupo exposto à 

vinhaça tratada na concentração de campo; D: grupo exposto à vinhaça no dobro da 

concentração de campo. 

e- epitélio, ch- camada de células hepáticas, cm- camada muscular  
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Figura 5. Representação gráfica das marcações pelo método de TUNEL no intestino 

médio de R. padbergi. 

controle: grupo expostos ao solo controle; [C]: grupo exposto a solo contendo vinhaça 

bruta na concentração de campo; 2[C]: grupo exposto a solo contendo vinhaça bruta no 

dobro da concentração de campo; Cal [C]: grupo exposto a solo contendo vinhaça 

tratada na concentração de campo; Cal 2[C]: grupo exposto a solo contendo vinhaça 

tratada no dobro da concentração de campo. 
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Resumo 

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de cana-de-açúcar, com 

capacidade de produzir 31 bilhões de litros de etanol/ano; essa grande produção gera 

uma grande quantidade de resíduos e coloca o país em uma situação preocupante diante 

da destinação destes resíduos que essa alta produção acarreta. A vinhaça é o líquido 

residual de caráter ácido, gerado a partir da calda de destilação do licor de fermentação 

do álcool de cana-de-açúcar, sendo que sua produção é de 8 a 13 vezes maior que a do 

álcool gerado no processo. A utilização da vinhaça na fertirrigação tem sido uma prática 

amplamente empregada no cultivo da cana-de-açúcar, com o intuito de fornecer um 

melhor destino ao resíduo. No entanto a fertirrigação com vinhaça requer alguns 

cuidados, visto que ela pode promover melhorias na qualidade do solo, mas também 

pode ocasionar complicações devido ao seu alto poder poluente. Nesse sentido, a 

utilização de animais bioindicadores de solo para avaliar os efeitos deste resíduo faz-se 

necessária, visto que as respostas que estes animais podem fornecer são imprescindíveis 

para que a aplicação deste resíduo ocorra de forma correta. Este trabalho propôs o 

tratamento da vinhaça para neutralização do pH como meio de minimizar os efeitos 

provocados pela mesma. Para comprovar a eficácia desta proposta foram realizados 

testes ecotoxicológicos internacionalmente padronizados (ISO) utilizando os seguintes 

bioindicadores: minhocas (Eisenia andrei), colêmbolos (Folsomia candida) e 

enquitreídeos (Enchytraeus crypticus). Foram realizados testes de avoidance com as 

minhocas e os colêmbolos e testes de reprodução com minhocas, colêmbolos e 

enquitreídeos. Diante dos resultados verificou-se que a neutralização do pH da vinhaça 

influenciou os comportamento de fuga e reprodução das espécies testadas de maneira 

distinta. As espécies E. crypticus e F. candida não foram influenciadas, nem pela 

vinhaça bruta, nem pela vinhaça tratada, enquanto que, a espécie E. andrei apresentou-

se mais sensível a presença da vinhaça no solo, demonstrando comportamento de fuga 

em concentrações mais elevadas de vinhaça bruta e tratada, e, no teste de reprodução, 

apresentou aumento no número de juvenis na exposição à vinhaça tratada, em relação a 

vinhaça bruta. 

 

Keywords: Bioindicadores de solo; vinhaça de cana-de-açúcar tratada; testes de fuga; 

testes de reprodução. 
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1. Introdução 

 No Brasil a alta produção de etanol a partir da cana-de-açúcar resulta num 

grande volume de vinhaça, um resíduo de tonalidade castanho escuro, de alto conteúdo 

orgânico e pH geralmente ácido. Inicialmente este resíduo era lançado em corpos 

hídricos, porém causou sérios problemas de poluição. Frente à necessidade de encontrar 

novos meios para seu descarte, diversas formas de reuso foram criadas, dentre elas a 

mais difundida foi a prática da fertirrigação (ALVES et al., 2015; CHRISTOFOLETTI  

et al. 2017). 

Amparada pela Norma Técnica P4.231 (CETESB-Companhia Ambiental do 

Estado de São Paulo, 2015), a qual estabelece os critérios e os procedimentos adequados  

de utilização da vinhaça no solo, a fertirrigação foi muito bem vinda, pois muito 

pesquisadores relataram grandes benefícios nas culturas, como aumento da fertilidade 

do solo, disponibilidade de altas concentrações de nitrato, potássio e matéria orgânica, 

favorecendo positivamente a produtividade das culturas (FEIGIN  et al., 1991; FREIRE; 

CORTÊZ, 2000; MEDEIROS  et al., 2003; LYRA, 2008; BEBÉ et al., 2009; BARROS 

et al., 2010; DÖLL; FORESTI, 2010; ESPAÑA-GAMBOA, 2011; SILVA et al., 2014). 

Em contrapartida diversos trabalhos também revelaram o potencial tóxico que a vinhaça 

pode apresentar, pois diferentes organismos bioindicadores expostos ao resíduo 

apresentaram alterações significativas e preocupantes (YESILADA, 1999; KUMAR; 

GOPAL, 2001; CHRISTOFOLETTI et al., 2013b; 2016; PEDRO-ESCHER et al., 2014; 

2016;  MARINHO et al., 2014; GARCIA et al., 2017; COELHO et al., 2017; SOUZA et 

al., 2017; CORREIA et al., 2017a; b).  

Nesse sentido, a necessidade de avaliar de forma mais completa os efeitos da 

vinhaça associada a ensaios ecotoxicológicos com os organismos vivos são de grande 

importância, uma vez que buscam complementar as avaliações químicas, investigando a 

toxicidade de substâncias, ou misturas, no ecossistema de forma mais pragmática 

(GUARATIN et al., 2008; ALVES et al., 2015). Para obtenção de resultados mais 

relevantes para o ecossistema, os ensaios devem ser aplicados com espécies 

pertencentes a diferentes níveis tróficos, visto que os efeitos resultarão não só da 

concentração e da composição do poluente, mas também irão repercutir de modo 

diferente para cada espécie, podendo ser tóxicos para todos os organismos ou limitar-se 

apenas a uma ou outra espécie (BIANCHI et al., 2010). 
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Espécies-padrão, como minhocas, enquitreídeos e colêmbolos, são 

ecologicamente relevantes e têm sido amplamente empregadas em avaliações de risco 

ecológico, pois fornecem respostas importantes a cerca de determinadas substâncias, 

bem como sua repercussão no meio ambiente (HUND- RINKE; WIECHERING, 2001; 

NATAL-DA-LUZ et al., 2004; ALVES et al.,2015).  

As importantes funções exercidas pelas minhocas e o estreito contato com o solo 

confere a estes animais um excelente papel de bioindicador da qualidade de solo. As 

espécies Eisenia andrei e Eisenia fetida são espécies-padrão utilizadas em estudos 

ecotoxicológicos de solo, mundialmente empregadas para avaliação de resíduos e 

substâncias químicas, padronizadas pela ISO (International Organization for 

Standardization); essas espécies são facilmente criadas e manipuladas em laboratório 

(OECD, 2004; ISO - 17512-1, 2008; ISO – 11268-2, 2011). 

O enquitreídeos desempenham papéis similares aos das minhocas, e, além disso, 

possuem quimiorreceptores altamente sensíveis a compostos químicos no ambiente 

onde se encontram. Por estas razões estes organismos também são considerados 

excelentes bioindicadores da qualidade de solo. A facilidade de criação e utilização das 

espécies Enchytraeus albidus e Enchytraeus crypticus em laboratório tornou-as 

padronizadas no protocolo da ISO-16387 (2013). 

Tão eficientes quanto os anelídeos citados anteriormente, os colêmbolos também 

têm sido utilizados como organismos-teste na avaliação de diversas substâncias tóxicas, 

pois são animais com alta sensibilidade a alterações ambientais (BELLINGER et al. 

2015). A espécie Folsomia candida é padronizada pela ISO (11267, 1999; 17512-2, 

2011) nos testes de fuga e reprodução respectivamente. Diante de seu curto ciclo de 

vida e a capacidade de reprodução partenogenética, estes animais são excelentes 

organismos para estudar diferentes parâmetros individuais e populacionais em um único 

experimento (CROMMENTUIJN, et al. 1993; FOUNTAIN; HOPKIN, 2005). 

Face ao exposto o objetivo deste trabalho foi verificar se o tratamento da vinhaça 

de cana-de-açúcar com a finalidade de neutralizar seu pH (7,0) afetaria o 

comportamento e reprodução dos bioindicadores utilizados em testes ecotóxicológicos 

internacionalmente padronizados pela ISO. 

 

2. Material e métodos 

2.1 Solo 
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 Para a montagem dos experimentos foi utilizado solo artificial 10% (SAT), 

preparado em laboratório de acordo com protocolo proposto para os testes de fuga e 

reprodução. A mistura foi composta de 10% de fibra de coco, 20% de caulino em pó e 

70% de areia fina (OECD, 1984). A capacidade de retenção máxima de água (WHC) 

deste solo foi calculada de acordo com as orientações do Anexo C da ISO-16387, 2013. 

A partir do valor obtido adotou-se para estes ensaios 60% da WHC do SAT 10%. 

 

2.2 Vinhaça de cana-de-açúcar 

 A vinhaça foi coletada em usina localizada no interior do estado de São Paulo, 

Brasil. O efluente foi coletado próximo da montagem dos experimentos e mantido em 

câmara fria (4°C), até o início dos mesmos. 

 Foram utilizadas nos ensaios vinhaça bruta e vinhaça tratada com adição de CaO 

para ajuste de pH (pH 7,0). Diferentes concentrações (1, 5, 10, 20, 30, 40 e 60%) foram 

estabelecidas para o emprego dos resíduos nos ensaios, as quais foram calculadas em 

relação à WHC.  

 

2.3 Caracterização química da vinhaça bruta 

A caracterização de amostras de vinhaça foi baseada no conteúdo de 

oligoelementos (Al, Sb, As, Ba, B, Cd, Pb, Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Hg, Mo, Ni, Ag, Se, V, 

Zn), no potencial agronômico (carbono orgânico, condutividade elétrica, nitrito, 

nitrogênio, nitrogênio Kjeldahl, nitrogênio amoniacal, sódio total, potássio total, cálcio 

total, magnésio total óxido de potássio, sólidos suspensos totais) e DQO (Demanda 

Química de Oxigênio) e DBO (Demanda Biológica de Oxigênio). 

 

2.4 Organismos testes 

 Foram utilizadas nos ensaios ecotoxicológicos laboratoriais minhocas da espécie 

E. andrei (Lumbricidae), enquitreídeos da espécie E. crypticus (Enchytraeidae) e 

colêmbolos da espécie F. candida (Isotomidae). 

 As minhocas E. andrei foram aclimatadas em laboratório em recipientes de 

plástico contendo substrato de esterco de vaca. Os enquitreídeos E. crypticus foram 

mantidos em culturas em placas de Petri contendo agar composto por uma mistura de 

solução de sais de cloreto de cálcio, sulfato de magnésio, cloreto de potássio e 

bicarbonato de sódio, bicarbonato de sódio, cloreto de potássio, água destilada e solução 
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constituída por bacti-agar, como substrato para os enquitreídeos; as culturas foram 

alimentadas com farinha de aveia de uma a duas vez por semana. A espécie F. candida 

foi cultivada em laboratório em caixas de plástico contendo como substrato uma mistura 

de carvão ativado e gesso; as culturas foram alimentadas com fermento biológico de 

duas a três vezes por semana. 

  

2.5 Testes ecotoxicológicos 

2.5.1 Teste de fuga com E. andrei 

 Os ensaios de fuga com as minhocas foram realizados em conformidade com a 

ISO 17512-1 (2008); cinco réplicas por combinação dos tratamentos (sete para vinhaça 

bruta e sete para vinhaça tratada) e controle duplo, foram realizadas em recipientes 

plásticos de dimensões 20 cm de comprimento, 12 cm de largura e 5 cm de altura; os 

recipientes foram divididos em duas partes utilizando uma divisória de plástico 

introduzida verticalmente. Em um dos lados foi adicionado solo misturado à vinhaça e 

no outro lado o mesmo peso de solo controle. A divisória foi removida e 10 espécimes 

adultos de E. andrei foram colocadas sobre a linha de separação dos dois 

compartimentos. Os recipientes foram fechados com tampas perfuradas para permitir a 

circulação de ar; os animais não foram alimentados durante o teste e, ao final de 48h, o 

número de indivíduos presentes em cada compartimento foi registrado para posterior 

análise estatística. A porcentagem de fuga dos animais foi estabelecida, segundo a ISO-

17512-1 (2008). 

 

2.5.2 Teste de fuga com F. candida 

Os ensaios de fuga com os colêmbolos ocorreram de acordo com as descrições 

estabelecidas na ISO-17512-2 (2001); seguiu-se o mesmo princípio dos testes de fuga 

com minhocas, porém os recipientes possuíam dimensões 7 cm de diâmetro e 6 cm de 

altura; as combinações testadas foram as mesmas utilizadas no teste com as minhocas, 

porém os cálculos diferiram nas quantidades de solo e de vinhaça (bruta/tratada) 

utilizados; cinco repetições foram utilizadas para cada combinação;  após a adição dos 

solos com vinhaça, (bruta/tratada de acordo com os tratamentos estabelecidos) nos 

compartimentos, a divisória de plástico foi removida e foram introduzidos 20 

colêmbolos com 10 a 12 dias de idade (provenientes de culturas sincronizadas) sobre a 

linha de separação entre os dois lados. Os recipientes foram fechados com tampas 
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transparentes. Os animais não foram alimentados durante o teste. Ao fim de 48h, o 

conteúdo de cada compartimento foi transferido para outro recipiente onde se adicionou 

água e algumas gotas de tinta nanquim azul para aumentar o contraste e facilitar a 

contagem dos colêmbolos que estavam sobre a água. Em seguida, o número de 

indivíduos presentes em cada compartimento foi contabilizado e tal como para as 

minhocas, os valores foram registrados para posterior análise estatística. A porcentagem 

de fuga dos animais foi estabelecida, segundo a ISO-17512-2 (2001). 

 

2.5.3 Teste de reprodução com E. andrei 

 Os ensaios de reprodução com E. andrei foram realizados de acordo com o 

protocolo proposto na ISO-11268 9 (2011). Para montagem dos testes foram utilizados 

recipientes de vidro de dimensões 8 cm de diâmetro e 16 cm de altura, onde foram 

colocados solo preparado com vinhaça (bruta/tratada) de acordo com os tratamentos 

estabelecidos; 10 minhocas adultas (com clitelo aparente) previamente aclimatadas em 

solo controle durante 24h foram lavadas com água, pesadas e inseridas em cada unidade 

experimental. Os recipientes foram fechados com tampas perfuradas e cada réplica foi 

alimentada com estrume de vaca (5 g por réplica) durante as primeiras quatro semanas 

do teste. Utilizaram-se quatro réplicas por concentração e o ensaio teve duração total de 

56 dias.  

Após decorrido 28 dias do início do teste as minhocas adultas foram removidas e 

não foi  mais colocado alimento no teste até o final do experimento. Ao término de 56 

dias, os recipientes foram colocados em banho-maria numa temperatura de 60 ± 5°C, 

por aproximadamente 30 minutos com o intuito de forçar o deslocamento dos juvenis 

para a superfície do solo, facilitando deste modo, a contagem dos animais. O registro da 

contagem foi analisado estatisticamente. 

 

2.5.4 Teste de reprodução com E. crypticus  

Os testes de reprodução com E. crypticus foram realizados de acordo com o 

protocolo proposto na ISO-16387 (2013). Para a montagem dos testes foram utilizados 

recipientes de vidro de dimensões 5 cm de diâmetro e 9 cm de altura; 10 indivíduos 

adultos clitelados foram inseridos nos recipientes contendo solo com vinhaça 

(bruta/tratada) de acordo com os tratamentos estabelecidos. Os testes foram alimentados 

semanalmente com farinha de aveia e os recipientes foram fechados hermeticamente. 
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Semanalmente, os frascos foram abertos, de modo a permitir trocas gasosas e realizada 

a reposição da umidade do solo. Foram realizadas cinco réplicas para cada tratamento 

(vinhaça bruta/tratada) mais uma réplica sem animal e oito réplicas para os controles 

mais uma réplica sem animal. A duração do teste foi de 28 dias e ao término deste 

período foi realizada a desmontagem do teste, onde foram adicionados em cada réplica 

álcool 96% e corante Rosa de Bengala 1%; as réplicas foram mantidas nestas soluções 

por no mínimo 12 horas para que pudesse ser iniciada a contagem dos animais. O 

registro da contagem foi analisado estatisticamente.  

 

2.5.5 Teste de reprodução com F. candida 

 Os testes de reprodução com F. candida foram realizados de acordo com 

protocolo proposto na ISO-11267 (1999). Para a montagem dos testes foram utilizados 

recipientes de vidro de dimensões 5 cm de diâmetro e 9 cm de altura; 10 colêmbolos 

adultos, com idades entre 10 e 12 dias (provenientes de culturas sincronizadas), foram 

introduzidos em cada unidade experimental e os recipientes foram fechados 

hermeticamente. O teste foi alimentado com levedura granulada seca (fermento 

biológico) no início do teste e após 14 dias; semanalmente, os recipientes foram abertos 

para permitir trocas gasosas. Foram realizadas cinco réplicas por tratamento mais uma 

réplica sem animal. Decorrido 28 dias os testes foram desmontados; o solo de cada 

réplica foi despejado em outro recipiente onde foi adicionado água e tinta nanquim azul 

para aumentar o contraste e assim facilitar a contagem dos juvenis. Cada réplica foi 

fotografada para posteriormente contagem no programa Image J. O registro das 

contagens dos animais foi analisado estatisticamente. 

 

2.6 Análises estatísticas 

 Para os testes de fuga, os resultados obtidos foram avaliados pelo Exato de 

Fisher (disponível no site http://www.langsrud.com/fisher.htm), sendo que p<0,05 

representa a ocorrência de fuga. Os gráficos da porcentagem de fuga apresentados 

foram plotados com auxílio do programa Sigma Plot 13. 

 Os resultados referentes às avaliações de reprodução passaram pelo teste de 

normalidade de Shapiro-Wilk e pelo teste de homogeneidade de variâncias de Brown-

Forsythe. Posteriormente, os dados obtidos, para as diferentes concentrações de cada 

tratamento (vinhaça bruta e vinhaça tratada), foram comparados estatisticamente para os 

http://www.langsrud.com/fisher.htm
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valores paramétricos pelo teste de ANOVA one way e Tukey, e para os valores não 

paramétricos pelo teste de Kruskall-Wallis e Dunn. Foi avaliada a interação entre os 

fatores tipo de vinhaça (bruta ou tratada com CaO) e concentração, com relação ao 

número de juvenis, pela ANOVA two way. Como os experimentos com os tipos 

distintos de vinhaça não foram realizados concomitantemente, os dados de reprodução 

de cada concentração foram divididos pela média dos seus respectivos controles, antes 

de passar pela análise estatística ANOVA two way, com o objetivo de se avaliar a 

sensibilidade dos animais e eliminar possíveis diferenças entre experimentos. Todos os 

testes estatísticos e a representação gráfica foram realizados no programa Sigma Plot 

13. 

 

3. Resultados 

3.1 Análises químicas da vinhaça bruta 

 Na tabela 1 são apresentadas as análises físico-químicas e de metais da amostra 

de vinhaça. Os valores de DBO e DQO são considerados altos, demonstrando grande 

quantidade de matéria orgânica; o pH apresenta valor baixo, confirmando a acidez do 

resíduo e as quantidades de metais não se apresentaram significativas de acordo com a 

legislação que prevê as quantidades desses elementos no solo (VALORES 

ORIENTADORES PARA SOLO E ÁGUA SUBTERRÂNEA NO ESTADO DE SÃO 

PAULO, 2016). 

  

3.2 Testes de fuga e reprodução com F. candida  

A análise do teste de fuga demonstrou que tanto nas concentrações da vinhaça 

bruta quanto nas concentrações da vinhaça tratada não houve fuga dos animais no 

tempo avaliado, não tendo, portanto, significância estatística. No entanto, na Fig. 1A 

pode se observar que, de modo comparativo, não houve “preferência” dos animais 

expostos à vinhaça bruta na concentração C1, e que nas concentrações de C2 a C7 

houve maior atração dos animais pela vinhaça bruta. Na exposição à vinhaça tratada o 

resultado foi bastante similar às observações feitas com a vinhaça bruta, porém não 

houve diferenças estatísticas (Figs. 1A; 1B). 

Na análise do teste de reprodução observou-se que as diferentes concentrações 

de vinhaça bruta não ocasionaram diferenças significativas na reprodução dos 

colêmbolos (ANOVA one way, p = 0,349) (Fig. 2A), assim como as concentrações de 



135 
 

 
 

vinhaça tratada (ANOVA one way, p = 0,737) (Fig. 2B). A análise estatística apontou 

que não houve diferenças significativas na reprodução dos colêmbolos quando 

comparados os diferentes tipos de vinhaça utilizados (ANOVA two way, p = 0,424) 

(Fig. 3).  

 

3.3 Testes de fuga e reprodução com E. andrei  

No teste de fuga observou-se que nas duas maiores concentrações da vinhaça 

bruta (C6-40%- e C7-60%) houve fuga dos animais (Exato de Fisher, p= 0,00011 e p= 

2,591x10
-11

 respectivamente), enquanto apenas na maior concentração da vinhaça 

tratada (C7-60%) levou a fuga das minhocas (Exato de Fisher, p= 0,00031) (Figs. 4A; 

4B).  

No teste de reprodução, as diferentes concentrações de vinhaça bruta não 

ocasionaram diferenças significativas na reprodução das minhocas (ANOVA one way, 

p= 0,752) (Fig. 5A), assim como as concentrações de vinhaça tratada (ANOVA one 

way, p= 0,310) (Fig. 5B). Observou-se que os diferentes tipos de vinhaça resultaram em 

diferenças na reprodução, independentemente da concentração (ANOVA two way; 

Tukey, p = 0,013), sendo que, no geral, o número de juvenis foi menor para vinhaça 

bruta em relação à vinhaça tratada (Fig. 6).  

 

3.4 Reprodução de E. crypticus 

No teste de reprodução dos enquitreídeos, houve diferença estatística apenas na 

comparação entre as concentrações C2 e C6 (5% e 40%) da vinhaça bruta (Kruskal-

Wallis; Dunn, p = 0,010) (Fig. 7A), enquanto as diferentes concentrações de vinhaça 

tratada não causaram alterações no comportamento reprodutivo (ANOVA one way, p = 

0,121) (Fig. 7B). 

 Os testes mostraram que não houve diferenças significativas na reprodução dos 

enquitreídeos quando comparados os diferentes tipos de vinhaça utilizados (ANOVA 

two way, p = 0,169) (Fig. 8). 

 

4. Discussão 

O reaproveitamento da vinhaça de cana-de-açúcar com o intuito de contribuir 

para sustentabilidade do setor sucroenergético é uma prática bastante difundida, no 

entanto, diversos cuidados são necessários, não só com o local de aplicação do resíduo 
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como fertilizante, mas também com a fauna existente (MORINI et al., 2017; 

CHRISTOFOLETTI et al., 2017). 

A literatura traz informações sobre os impactos causados em diversos 

bioindicadores expostos a vinhaça e alertam que a utilização deste resíduo ainda requer 

cautela em sua disponibilização no solo devido as suas implicações ambientais, as quais 

têm sido motivo de preocupação, em virtude da presença de contaminantes, como por 

exemplo, metais, compostos alcoólicos e fenólicos, substâncias antibióticas entre outros 

(ALVES et al., 2015; SOUZA et al., 2017). 

Nesse sentido, o presente estudo utilizou testes ecotoxicológicos estabelecidos 

mundialmente pela Organização Internacional para Padronização (ISO) para avaliar os 

efeitos da vinhaça bruta e após neutralização de seu pH, em concentrações crescentes, 

empregando as espécies F. candida, E. andrei e E. crypticus bioindicadoras 

padronizadas na avaliação da qualidade do solo.  

O teste de fuga fornece informações sobre a capacidade dos organismos de 

detectar e evitar o solo, indicando o potencial de estresse de substâncias presente no 

mesmo. É ecologicamente relevante devido às relações diretas com a biodiversidade do 

solo e sua qualidade como habitat para esses organismos (HUND-RINKE; 

WIECHERING, 2001).  

De acordo com os resultados obtidos no teste de fuga com F. candida pode-se 

perceber que ambas as vinhaças (bruta/tratada) não provocaram a fuga destes animais, 

pelo contrário, eles foram atraídos pelos resíduos. Natal-da-Luz et al. (2008) avaliaram 

a resposta de minhocas e colêmbolos diante de solos com diferentes propriedades 

(conteúdo/textura/matéria orgânica) e a combinação com contaminantes. Os autores 

demonstraram que F. candida apresentou comportamento de fuga em solos com baixos 

níveis de matéria orgânica, independente da textura do solo, e, pelo contrário houve 

nítida preferência desses organismos por solos com maior teor de matéria orgânica. 

Possivelmente, o comportamento de atração pela vinhaça, encontrado no presente 

trabalho, ocorreu pelo fato da vinhaça apresentar em sua constituição grande quantidade 

de matéria orgânica. 

No teste de reprodução, F. candida não demonstrou sensibilidade significativa 

diante do contato com a vinhaça (bruta/tratada), porém, vale ressaltar que, uma 

observação mais detalhada dos resultados permite inferir que na vinhaça bruta os 

animais apresentaram um sutil aumento na taxa de reprodução em comparação à 
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vinhaça tratada; como os experimentos foram realizados em dias distintos foi necessário 

dividir o número de juvenis de cada grupo experimental pela média dos respectivos 

controles para se obter o gráfico de sensibilidade, o qual tem por finalidade neutralizar 

as possíveis diferenças entre os experimentos que foram realizados em diferentes dias, 

logo observou-se uma pequena diferença de reprodução entre a vinhaça bruta e tratada. 

Sabe-se que a vinhaça apresenta quantidades desbalanceadas de elementos minerais e 

orgânicos (CHRISTOFOLETTI et al., 2017), logo a grande quantidade de matéria 

orgânica pode significar inicialmente um atrativo para os animais. Mussury et al. (2008) 

também afirmaram que a quantidade de matéria orgânica presente numa dada área 

também pode influenciar na população destes indivíduos. Segundo Cassagne et al. 

(2004) e Bellini e Zeppelini (2009) fatores que podem afetar a presença de colêmbolos, 

em determinadas áreas, estão relacionadas ao pH, liberação de íons e umidade, 

aparecimento de substâncias que compõem pesticidas e/ou metais. 

No teste de fuga com E. andrei nas concentrações maiores de vinhaça bruta, C6 

e C7, houve comportamento de fuga dos animais, enquanto que, na vinhaça tratada 

houve fuga somente na C7. Isso demonstra que a vinhaça tratada não foi nociva para as 

minhocas, porém, quando a concentração do resíduo excedeu ao limite suportado por 

elas, também houve fuga. O teste de reprodução mostrou que esses animais 

responderam de forma distinta aos tratamentos com as vinhaças, bruta e tratada, e que, 

de certo modo, houve um efeito positivo, da vinhaça tratada em relação à bruta, no 

comportamento reprodutivo destes animais.  

Natal-da-Luz et al. (2008) verificaram que, em geral, a espécie F. candida 

parece ser menos sensível do que as minhocas quando expostos à solos com diferentes 

teores de matéria orgânica. Supondo que a matéria orgânica presente na vinhaça tenha 

sido atratativa para os colêmbolos, o mesmo não foi observado no presente estudo, pois, 

comparativamente, os colêmbolos foram mais atraídos pela vinhaça (bruta/tratada) em 

relação às com as minhocas.  

A vinhaça com pH neutro representou-se mais atrativa para as minhocas, as 

quais só apresentaram comportamento de fuga na concentração mais elevada. 

Supostamente deve haver um limite ao qual elas suportam a mistura complexa que a 

vinhaça apresenta em associação com o fator pH. Pode-se inferir também que as 

minhocas sejam mais sensíveis, devido ao fato de apresentarem diferentes vias de 
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exposição, ou seja, uma cutícula exposta ao contaminante presente no solo, e a ingestão 

do mesmo.  

O teste de reprodução com E. crypticus demonstrou sensibilidade em 

concentrações específicas para a vinhaça bruta, enquanto a vinhaça tratada não 

interferiu no comportamento reprodutivo destes animais. Foi possível perceber que 

houve aumento, bem como diminuição no número de indivíduos, e que a vinhaça 

tratada demonstrou aumento no número de juvenis em comparação à vinhaça bruta. 

Alves et al. (2015) expuseram as espécies Hypoaspis aculeifer, E. andrei, E. 

crypticus e F. candida a três tipos de vinhaça, sendo duas provenientes de destilarias 

diferentes e uma produzida em laboratório e testaram a disposição das mesmas em 

diferentes tipos de solos; os autores observaram que as vinhaças das usinas foram mais 

tóxicas do que a vinhaça preparada em laboratório, independente do solo utilizado. 

Corroborando ao encontrado no presente estudo, em solo artificial os autores 

observaram que as minhocas apresentaram maiores índices de fuga comparados aos 

colêmbolos. Enquanto que, de um modo geral, nos testes de reprodução tanto as 

minhocas, quanto os enquitreídeos e os colêmbolos apresentaram reprodução reduzida 

na exposição às vinhaças das diferentes usinas em todos os solos testados, 

diferentemente do observado no presente trabalho. 

Alves et al. (2015) chamaram a atenção para as diferenças de toxicidade entre 

vinhaças, as quais são atribuídas, principalmente, às distintas composições e à origem 

dos efluentes; as diferentes toxicidades observadas entre as vinhaças empregadas pelos 

autores provavelmente são devidas às distintas composições dos vinhos produzidos nas 

destilarias que, por sua vez, dependem da origem e composição da matéria-prima. Além 

disso, o sistema usado no preparo do mosto, método de fermentação, tipo de aparelho 

destilatório, técnica de destilação, entre outros, são fatores que tornam a composição das 

vinhaças das usinas destilatórias diferentes entre si e tudo isso pode influenciar de 

diferentes maneiras os animais. 

Somado às características da vinhaça, as características dos animais a ela 

expostos, importantes fatores devem ser considerados. Minhocas apresentam diferentes 

vias de absorção do solo, podendo ser por meio da absorção pela cutícula ou pela 

ingestão (HUND-RINKE et al., 2003), enquanto que os colêmbolos apresentam um 

exoesqueleto resistente e absorvem os contaminantes da solução do solo por meio de 

órgãos especializados (PEIJNENBURG et al., 2012). Os enquitreídeos, assim como as 
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minhocas, de um modo geral interagem diretamente com as partículas e soluções do 

solo, que em contato com seu corpo mole e permeável, fazem desse grupo 

representantes sensíveis da contaminação do ambiente do solo (OWOJORI et al., 2009). 

Além disso, os enquitreídeos são altamente sensíveis à acidez dos solos, em alguns 

casos, a toxicidade para estes organismos pode ser mais influenciada pelos baixos 

valores de pH do solo do que pelas altas concentrações dos contaminantes (AMORIM et 

al., 2005; CHELINHO et al., 2014; LUO; VERWEIJ; VAN GESTEL, 2014).  

De um modo geral, tanto a vinhaça bruta, quanto a vinhaça tratada apresentaram 

variadas respostas dos bioindicadores, pois concentrações específicas promoveram 

diferentes reações de acordo com a sensibilidade de cada uma das espécies utilizadas. 

Há que se considerar que inúmeros fatores podem influenciar o comportamento dos 

animais, como por exemplo, a origem da vinhaça e suas características físico-químicas, 

bem como a interação da mesma com as características e propriedades do solo. Sendo 

assim, de um modo geral, observou-se que as espécies E. crypticus e F. candida não 

tiveram seus comportamentos influenciados, nem pela vinhaça bruta, nem pela vinhaça 

tratada, mas a espécie E. andrei apresentou-se mais sensível a presença da vinhaça no 

solo demonstrando comportamento de fuga em concentrações mais elevadas de vinhaça 

bruta e, no teste de reprodução, respondeu a exposição à vinhaça tratada, com aumento 

no número de juvenis em relação a vinhaça bruta 

 

5. Conclusão 

 Face ao exposto é possível concluir que a neutralização do pH da vinhaça, 

refletiu em comportamentos distintos entre as espécies bioindicadoras utilizadas. 

Enquanto as espécies E. crypticus e F. candida foram menos sensíveis à exposição à 

vinhaça, tanto bruta, quanto tratada, a espécie E. andrei demonstrou, tanto no 

comportamento de fuga, quanto no de reprodução uma maior influência de ambas as 

vinhaça. Deste modo, os resultados positivos encontrados, sutis e pontuais, necessitam 

de maiores investigações.  
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Tabela 1: Análises físico-químicas e de metais da vinhaça bruta. 

Parâmetro Vinhaça (mg/L) VPM Método 

Arsênio <0,005 NA USEPA 7062 

Bário 0,201 NA SMEWW 3030E 

Cádmio <0,001 NA SMEWW 3030E 

Cálcio 992  
(Diluição: 50) 

NA SMEWW 3030E 

Carbono orgânico total2 7820 NA SMEWW 5310B 

Chumbo <0,005 NA SMEWW 3030E 

Cobre 0,119 NA SMEWW 3030E 

Alumínio3/Alumínio 2,18 NA SMEWW 3030E 

Ferro 6,33 NA SMEWW 3030E 

Manganês 3,357  

(Diluição: 10) 

NA SMEWW 3030E 

Condutividade eletrolítica 

(µs/cm) 

10740 NA SMEWW 2510B 

Cromo 0,025 NA SMEWW 3030E 

Cloreto 1443 
 (Diluição: 100) 

250 USEPA 300.1 

Enxofre total - NA - 

Fósforo total 49,3  
(Diluição: 50) 

NA USEPA 300.1 

Magnésio 307  

(Diluição: 10) 

NA SMEWW 3030E 

Mercúrio <0,0002 NA USEPA 7470 

Molibdênio 0,010 NA SMEWW 3030E 

Níquel 0,024 NA SMEWW 3030E 

Nitrogênio nítrico <11,400 (Diluição: 

100) 

NA USEPA 300.1 

Nitrogênio nitroso <0,300 
(Diluição: 100) 

NA USEPA 300.1 

Nitrogênio amoniacal 10,77  

(Diluição: 10) 

NA SMEWW 4500-

NH3D 

Nitrogênio kjedahl 278,9 NA SMEWW 4500-

NorgB 

pH 4,23 NA USEPA 9045 

Potássio 3210  

(Diluição: 50) 

NA SMEWW 3030E 

Selênio <0,005 NA SMEWW 3030E 

Sódio total 12,4 NA SMEWW 3030E 

Conteúdo sólido 3860 NA SMEWW 2540D 

Umidade - NA - 

Zinco 0,754 NA SMEWW 3030E 

Prata <0,005 0,01 SMEWW 3030E 

Dureza calculada 1457,0 NA SMEWW 2340B 

DBO  

(incubação de 5dias) 

16586 NA SMEWW 5210B 

DQO  

(Diluição: 50) 

31257 NA SMEWW 5220D 

 

VMP: valor máximo permitido, segundo a CETESB (195/2005-E); SMEWW: 

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 22th Edition, 2012; 

USEPA: United States Environmental Protection Agency; NA: não aplicável. 
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Figura 1: Teste de fuga de F. candida. A. Exposição à vinhaça bruta; B. Exposição à 

vinhaça tratada. 

C0: solo controle; C1 - Solo com 1% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; 

C2 – Solo com 5% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C3 - Solo com 

10% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C4 - Solo com 20% 

concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C5 - Solo com 30% concentração de 

vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C6 - Solo com 40% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C7- Solo com 60% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada. 
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Figura 2: Reprodução de F. candida. A. Exposição à vinhaça bruta; B. Exposição à 

vinhaça tratada. 

As letras minúsculas e iguais no topo das barras indicam ausência de significância 

estatística (p>0,05).  

C0: solo controle; C1 - Solo com 1% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; 

C2 – Solo com 5% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C3 - Solo com 

10% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C4 - Solo com 20% 

concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C5 - Solo com 30% concentração de 

vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C6 - Solo com 40% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C7- Solo com 60% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada.  
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Figura 3: Reprodução de F. candida mostrando a sensibilidade dos animais aos 

diferentes tipos de vinhaça. 

C0: solo controle; C1 - Solo com 1% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; 

C2 – Solo com 5% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C3 - Solo com 

10% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C4 - Solo com 20% 

concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C5 - Solo com 30% concentração de 

vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C6 - Solo com 40% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C7- Solo com 60% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada.  
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Figura 4: Teste de fuga de E. andrei. Os asteriscos representam a ocorrência de 

significância estatística (p<0,05). A. Exposição à vinhaça bruta; B. Exposição à vinhaça 

tratada. 

C0: solo controle; C1 - Solo com 1% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; 

C2 – Solo com 5% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C3 - Solo com 

10% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C4 - Solo com 20% 

concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C5 - Solo com 30% concentração de 

vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C6 - Solo com 40% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C7- Solo com 60% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada.  
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Figura 5: Reprodução de E. andrei. A. Exposição à vinhaça bruta; B. exposição à 

vinhaça tratada. 

As letras minúsculas e iguais no topo das barras indicam ausência de significância 

estatística ANOVA one way/TUKEY (p>0,05).  

C0: solo controle; C1 - Solo com 1% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; 

C2 – Solo com 5% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C3 - Solo com 

10% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C4 - Solo com 20% 

concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C5 - Solo com 30% concentração de 

vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C6 - Solo com 40% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C7- Solo com 60% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada.  
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Figura 6: Reprodução de E. andrei mostrando a sensibilidade dos animais aos 

diferentes tipos de vinhaça.  

O asterisco representa que houve diferença estatística entre os tipos de vinhaça, 

independente da concentração (p<0,05). 

C0: solo controle; C1 - Solo com 1% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; 

C2 – Solo com 5% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C3 - Solo com 

10% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C4 - Solo com 20% 

concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C5 - Solo com 30% concentração de 

vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C6 - Solo com 40% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C7- Solo com 60% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada.  
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Figura 7: Reprodução de E. crypticus. A. Exposição à vinhaça bruta; B. Exposição à 

vinhaça tratada. 

As letras minúsculas no topo dos box plots ou das barras representam os resultados 

estatísticos, sendo que letras diferentes indicam significância (p<0,05). 

C0: solo controle; C1 - Solo com 1% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; 

C2 – Solo com 5% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C3 - Solo com 

10% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C4 - Solo com 20% 

concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C5 - Solo com 30% concentração de 

vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C6 - Solo com 40% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C7- Solo com 60% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada.  
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Figura 8: Reprodução de E. crypticus mostrando a sensibilidade dos animais aos 

diferentes tipos de vinhaça.  

C0: solo controle; C1 - Solo com 1% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; 

C2 – Solo com 5% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C3 - Solo com 

10% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C4 - Solo com 20% 

concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C5 - Solo com 30% concentração de 

vinhaça bruta ou vinhaça tratada; C6 - Solo com 40% concentração de vinhaça bruta ou 

vinhaça tratada; C7- Solo com 60% concentração de vinhaça bruta ou vinhaça tratada.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Diante da extensa prática de fertirrigação com a vinhaça de cana-de-açúcar e 

seus diversos impactos no meio ambiente, a preocupação de pesquisadores com o rumo 

que esta situação pode tomar ainda persiste. O presente trabalho trouxe uma proposta de 

tratamento para vinhaça, neutralizando seu pH, e observando como organismos 

bioindicadores de solo reagiriam diante dessa alteração do resíduo. As conclusões 

foram: 

- Por meio das análises ultraestruturais do intestino médio dos diplópodos expostos à 

vinhaça bruta e tratada, em concentração estabelecida por lei e também ao dobro dessa 

concentração, pode-se observar que a vinhaça bruta, em ambas as concentrações, 

provocou alterações celulares consideráveis, sendo algumas delas irreversíveis e 

estatisticamente significativas. A exposição à vinhaça tratada não alterou a morfologia 

celular, sendo o observado muito próximo dos animais pertencentes ao grupo controle. 

Estes resultados atestaram que a neutralização do pH da vinhaça foi uma alternativa 

viável na diminuição de sua toxicidade. 

- As análises de imunomarcação da proteína de estresse celular HSP70 e a marcação de 

morte celular pelo método de TUNEL demonstraram que a proteína de estresse 

apresentou maiores imunomarcações nos tecidos expostos à vinhaça bruta, tanto na 

concentração estabelecida por lei quanto ao dobro dessa concentração quando 

comparado ao controle, na medida em que os processos de morte celular também 

ocorreram com maiores frequências nestas mesmas exposições. Na vinhaça tratada as 

imunomarcações de HSP70 apresentaram-se com menor frequência e intensidade 

quando comparadas às observadas na exposição à vinhaça bruta (nas duas 

concentrações) e ao grupo controle. Do mesmo modo as marcações de morte celular 

foram menos frequentes nos grupos expostos à vinhaça tratada em ambas as 

concentrações. Embora estes resultados não tenham tido relevância estatística, 

possibilitaram inferir que o tratamento da vinhaça representou menores danos celulares 

para os animais expostos e ainda demonstrou uma interação do processo de estresse 

celular com as vias de morte celular. 

- Por meio dos testes ecotoxicológicos de fuga e reprodução os bioindicadores da 

espécie E. crypticus e F. candida, de um modo geral, não se apresentaram influenciados 

pela presença da vinhaça no solo, tanto a bruta, quanto a tratada em diferentes 
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concentrações, porém a espécie E. andrei apresentou comportamento de fuga na 

presença de concentrações mais elevadas de vinhaça bruta e, no teste de reprodução 

apresentou maior número de juvenis na exposição à vinhaça tratada em relação à 

vinhaça bruta. Apesar das análises estatísticas não terem sido significativas em alguns 

dos tratamentos e testes, alterações sutis puderam ser observadas nos comportamentos 

dos animais.   

- A utilização de diferentes bioindicadores permitiu uma visão mais ampla e ao mesmo 

tempo precisa do quanto a vinhaça de cana-de-açúcar, bruta e com pH neutro poderia 

influenciar estes animais nas diferentes camadas de solo. O uso de diferentes técnicas 

associadas ao uso dos bioindicadores enriqueceu os resultados obtidos. 

- É importante ressaltar que, embora os resultados sinalizem que a neutralização do pH 

confere uma melhora na vinhaça, isto é, uma diminuição em seu potencial tóxico, o uso 

de cal nos solos (produto usado no presente estudo para alcance de pH neutro) merece 

cuidado, uma vez que a alta carga orgânica da vinhaça associada a esse composto pode 

provocar salinização. 
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