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RESUMO

A industria de papel reciclado ¢ geradora de passivos ambientais na forma de residuos solidos,
denominados lodo de papel reciclado. Esse lodo tem grande potencial de uso, um exemplo, ¢ a
utilizagdo como insumo agricola e florestal, atuando na corre¢do e manutengdo da fertilidade
dos solos. Porém, sdao necessarios estudos com evidéncias cientificas e resultados de campo
para encontrar técnicas seguras para a aplicacdo desses residuos no solo, pois esse tipo de lodo
apresenta alguns componentes organicos e inorganicos (e.g., hidrocarbonetos alifaticos, ftalatos
e dietilftalato) que podem ser prejudiciais ao ambiente. Portanto, os objetivos da presente
dissertacao foram: 1) avaliar a ecotoxicidade do lodo de papel reciclado, a partir de ensaios em
laboratorio com invertebrados de solo e plantas, e 2) avaliar os efeitos a curto e longo prazo da
aplicacdo do lodo de papel reciclado sobre a composi¢do da comunidade da fauna do solo em
um plantio de Pinus taeda. Para tanto, utilizou-se: a) ensaios de fuga e reprodugcdo com
invertebrados de solo, utilizando concentracdes de 80 t/ha e 100 % do lodo de papel reciclado;
b) ensaio com elutriato do residuo; e c¢) ensaio de crescimento e desenvolvimento de uma
espécie arborea exposta a diferentes concentragdes do residuo. Em campo, dividiu-se a 4rea de
estudo, situada no interior do municipio de Curitibanos, SC, em: area controle (sem a aplicagao
do residuo); e areas curto e longo prazo de aplicagdo do residuo. Foram realizadas a uma coleta
na Primavera de 2018 e outra no Outono de 2019. Para cada tratamento foram delineadas trés
parcelas, em cada uma foram instaladas trés armadilhas do tipo “pitfall” (i.e., para extragdo de
individuos da fauna do solo), quatro conjuntos com oito lamina-isca (i.e., para avaliar a
atividade alimentar da fauna do solo) e foram retiradas trés amostras de solo (i.e., para a analise
quimica). Todos os dados foram avaliados estatisticamente. Observou-se a partir dos resultados
que o lodo de papel reciclado apresenta: 1) efeito negativo sobre a reproducgao de colémbolos,
tanto para as concentragdes elaboradas em laboratério quanto para as amostras trazidas de
campo; 2) efeito negativo sobre o crescimento de Lemna minor e Mimosa scabrella; 3)
Observou-se efeito negativo da aplicacao do residuo sobre a abundancia de individuos da fauna
edafica; 4) Diferenca significativa entre as areas para os indices de Shannon e de Simpson; 5)
Reducdo na atividade alimentar da fauna do solo nas parcelas com longo prazo de aplicagao.
Conclui-se que o lodo de papel reciclado exerce efeito negativo sobre a composicao e atividade
da comunidade da fauna do solo. Portanto, com base nos resultados observados, sio
recomendados novos estudos avaliando diferentes formas de pré-tratamento para o uso do
residuo em areas agricolas e florestais.

Palavras-chave: Ecotoxicidade. Fauna do solo. Lodo de papel reciclado.



ABSTRACT

The paper recycling industry produces environmental liabilities such as a kind of residue, also
called recycled paper sludge. The use of this type of sludge may present great potential in both
the agriculture and forestry sectors acting on the correction and maintenance of soil fertility.
However, we need more studies using scientific evidence and field results to find safe
techniques to use the recycled paper sludge as a soil promoter, especially because this kind of
sludge presents some harmful inorganic and organic components (e.g., aliphatic hydrocarbon,
phthalates, diethylphthalate) the environmental health. The aims of this dissertation were: 1) to
evaluate the ecotoxicity of recycled paper sludge using laboratory ecotoxicity tests with soil
invertebrates and plants, and 2) to evaluate the short- and long-term effects of using the recycled
paper sludge on the soil fauna community composition in a Pinus taeda tield. To achieve these
aims, we used the following tests: a) avoidance and reproduction tests with soil invertebrates,
using the concentrations of 80 t/ha and 100% of the recycled paper sludge; b) eluate test; and
c) test with tree species growth. The field experiment was located at Curitibanos, SC, Brazil.
We studied three areas as treatments: a control area (without any application of the recycled
paper sludge); and short- and long-term areas of application. The field sample was performed
in the Spring-Fall 2018/19. In each treatment, we set out three plots. For each plot, we installed
three “pitfall” traps (i.e., for extract soil biota individuals), four sets with eight bait-lamina (i.e.,
to access soil feeding activity) and three soil core samples (i.e., to characterize soil chemical
properties). We perform statistical analyses for all databases. Our results show that the use of
recycled paper sludge presents: 1) Negative effects on the reproduction of the collembolans in
both laboratory and field samples; 2) Negative effects on Lemna minor and Mimosa scarabella
growth; 3) Negative effects on the abundance of soil fauna individuals; 4) Significant
differences among the studied treatments for Shannon and Simpson indices; 5) Reduction of
the soil fauna feeding activity in the long-term application of the recycled paper sludge. We
conclude that the use of the recycled paper sludge can promote negative effects on soil fauna
community composition and activity. Therefore, based on the observed results, new studies are
needed, evaluating different forms of previous treatment for the use of residues in agricultural
and forest areas.

Keywords: Ecotoxicity. Recycled paper sludge. Soil fauna
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INTRODUCAO GERAL

O descarte adequado de residuos ¢ um dos grandes desafios das industrias, pois
geralmente sdo encaminhados para aterros sanitarios/industriais, embora aceita esta técnica ¢é
pouco sustentdvel e muito onerosa (SANTOS; ROCHA, 2012). A industria de papel reciclado
¢ geradora de passivos ambientais, na forma de residuos s6lidos, denominados lodo de papel
reciclado (FARIA et al., 2015). Segundo Santos ¢ Rocha (2012), os lodos gerados a partir da
reciclagem de papel tem grande potencial para utilizagdo nos setores agricola e florestal. Um
exemplo disto € a utilizagdo como insumo agricola e florestal, pois além de evitar os problemas
ambientais gerados a partir da sua armazenagem e guarda, pode ser utilizado na correcao do pH
e manutencao da fertilidade dos solos, onde sao aplicados (MAEDA; COSTA; SILVA, 2010).
O lodo de papel reciclado € rico em 6xidos de calcio e magnésio, compostos potencias para uso
como corretivos da acidez do solo (BALBINOT JUNIOR et al., 2006 ¢ 2014). No entanto, sao
necessarios estudos para avaliar os efeitos que o uso e aplicacdo desses residuos pode causar
no solo, pois alguns componentes presentes neles podem ser prejudiciais ao ambiente, como
por exemplo, chumbo, cddmio, cromo, niquel ¢ merctrio (BALBINOT JUNIOR et al., 2006;
MAEDA; COSTA; SILVA, 2010).

Ensaios ecotoxicologicos com organismos vivos podem fornecer informagdes sobre os
efeitos de substancias e residuos aos componentes vivos do ecossistema. A partir desses
ensaios, ¢ possivel indicar uma resposta mais precisa sobre a toxicidade de contaminantes,
presentes no ambiente e biodisponiveis para os organismos vivos (SISINNO et al., 2019).
Portanto, a utilizagdo desses ensaios para avaliacdo do lodo de papel reciclado pode responder
os impactos que a aplicagdao desse residuo no solo pode causar aos organismos do solo. Os
ensaios de ecotoxicidade para amostras de solo e residuos solidos utilizam espécies de
invertebrados como minhocas, enquitreideos e colémbolos (ZORTEA et al., 2018). Esses
organismos-teste possuem algumas caracteristicas especificas, como por exemplo, ciclo de vida
relativamente curto, sdo organismos faceis de cultivar em laboratorio, a maioria possui
distribui¢do cosmopolita e possuem alta sensibilidade a poluentes (JANSCH; AMORIM;
ROMBKE, 2005; BOTTINELLI et al., 2015; NIEMEYER; CHELINHO; SOUSA, 2017).
Algumas plantas terrestres, também sao utilizadas como bioindicadoras de toxidade de solo,
esse ¢ o caso da alface (Lactuca sativa L.), a partir da qual, sdo avaliados a germinagdo e
alongamento de raiz da planta para determinagdo de toxicidade ambiental (PRIAC; BADOT;

CRINI, 2017). H4 também organismos-teste aquaticos que podem ser utilizados para avaliagao
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da funcdo de retencdo do solo, a partir de ensaios com elutriatos, a fim de detectar e monitorar
os efeitos que os contaminantes podem causar em ecossistemas aquaticos adjacentes, como ¢ o
caso da macrofita Lemna minor (GROTH et al., 2016; MODLITBOVA et al., 2018).

Outra forma de avaliacdo dos efeitos da aplicagdo de residuos no solo ¢ a utilizacao de
ensaios ou avaliacdes a campo. A fauna edafica ¢ constituinte fundamental do solo, pois
desempenha funcgdes essenciais como a fragmentagdo de residuos organicos, melhoria na
aeracado e infiltragdo de 4gua no solo, favorecendo o crescimento e desenvolvimento das plantas
(BARETTA et al., 2011; BALIN et al., 2017). Estes organismos também s3o considerados
bioindicadores de qualidade do solo e do ambiente, pois sdo bastante sensiveis as mudangas
que ocorrem em ecossistemas agricolas e naturais, sejam essas mudangas naturais ou antropicas
(BRUSSAARD; RUITER; BROWN, 2007; MARTINS et al., 2017).

A fauna edafica pode ser classificada segundo o seu tamanho em micro-, meso- e
macrofauna. A microfauna ¢ composta por organismos microscopicos, cujo tamanho corporal
¢ inferior a 0,02 mm, compde a microfauna os rotiferos, nematoides, tardigrados, que sdo
responsaveis por processos como a micropredagao, ciclagem de nutrientes e decomposicao de
matéria organica (SOUZA; FREITAS, 2018). Sao integrantes da mesofauna organismos com
tamanho corporal entre 0,2 ¢ 2 mm como os acaros, colémbolos, enquitreideos, entre outros, os
quais, desempenham fungdes de decomposicdo da matéria organica, ciclagem de nutrientes e
promovem a agregac¢ao do solo (SIDDIKY et al., 2013; BROWN et al., 2015). J4 a macrofauna
compreende organismos com tamanho corporal maior que 2 mm, como as minhocas, formigas,
cupins e outros insetos, alguns considerados engenheiros de ecossistema por serem capazes de
modificar o ambiente, como pela abertura de galerias e transformacdo da serapilheira,
promovendo a diversidade de outros grupos de organismos (MARTINS et al., 2017).

Diante disso, o objetivo da presente dissertacdo foi avaliar a ecotoxicidade do lodo de
papel reciclado de uma industria de papeldo da regido de Curitibanos, SC, para o ecossistema
solo, a partir de ensaios laboratoriais de ecotoxicidade agudos e cronicos, com invertebrados
do solo, plantas terrestres e planta aqudtica, bem como avaliar o efeito da aplicacdo deste
residuo em campo em uma area de plantio de Pinus taeda sobre a fauna do solo.

Para tanto, a dissertacao foi dividida em dois capitulos:

1. Residuo de industria de papeldo: efeito sobre invertebrados e plantas terrestres e
aquaticas.
2. Influéncia da aplicagdo de lodo de papel reciclado em areas de Pinus taeda sobre a fauna

do solo.
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Capitulo 1: Residuo de industria de papeldo: efeito sobre invertebrados e plantas
terrestres e aquaticas

RESUMO

A industria de papel reciclado ¢ geradora de passivos ambientais, a partir da geragao de residuos
solidos, chamados lodo de papel reciclado. Atualmente, varias instituicdes vém buscando
formas alternativas de uso para esse residuo, a fim de diminuir esses passivos ambientais. Uma
das alternativas ¢ a utilizagao do lodo como corretivos de acidez do solo em areas agricolas e
florestais, no entanto para essa tomada de decisdo leva-se em consideracdo apenas os
parametros quimicos do residuo que apresentam algumas limitagdes, como o numero de
compostos avaliados e seu efeito devido suas interagdes. Porém, os ensaios de ecotoxicidade
sdo capazes de avaliar efetivamente o risco de matrizes compostas, como os residuos organicos.
Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a ecotoxicidade do lodo de papel
reciclado proveniente de industria de papeldo, através de ensaios agudos e cronicos com
invertebrados edaficos e plantas, buscando avaliar a fungdo de habitat apds a aplicagdo do
residuo. Para tanto, foram utilizados ensaios de fuga com colémbolos (Folsomia candida),
reproducdo de F. candida, Proisotoma minuta ¢ de enquitreideos (Enchytraeus crypticus),
todos testados nas concentracdes de 80 t/ha e 100 % residuo. O ensaio de reprodugdo com os
colémbolos, foi realizado também para solos trazidos de campo, de areas de pinus onde o
residuo ja havia sido aplicado. Ainda, realizou-se ensaio com planta aquatica Lemna minor, a
partir do qual, determinou-se massa seca, comprimento de raiz e nimero de frondes das plantas
apods expostas a concentracoes de 12,5, 25, 50, 75 e 100 % de elutriato do residuo. Avaliou-se
também a germinacao e comprimento de raiz de alface nas concentragoes de 10, 20, 40, 60, 80
e 100 % de elutriato do residuo, preparado com agua destilada, usada como controle. E por fim,
analisou-se o comprimento ¢ massa seca de raiz e parte aérea da espécie arborea Mimosa
scabrella, nas concentragdes de 25, 50 e 100 % do residuo misturado ao solo de plantio de
pinus. Todos dados dos ensaios passaram por testes de normalidade e homosticidade, e foram
analisados a partir da ANOVA, seguida do teste de Dunnett (p<0,05). O residuo, exerceu efeito
negativo sobre os colémbolos no ensaio de reproducdo, nas concentragdes elaboradas em
laboratorio para F. candida nas duas concentragdes testadas do residuo, e para P. minuta nas
amostras trazidas de campo com a aplicagdo do residuo. Também observou-se efeito negativo
para as Lemnas a partir da concentragdo de 12,5 % do elutriato, e para massa seca das
bracatingas para parte aérea nas concentragoes a partir de 25 % do residuo e para raiz a partir
de 50 % do residuo. Portanto, caso o residuo seja aplicado de forma sucessiva ou em altas doses,
ou caso seja carreado para o meio aquatico o mesmo pode ocasionar efeitos indesejaveis ao
ecossistema exposto e seus componentes bioldgicos.

Palavras-chave: Ecotoxicidade. Lodo de papel reciclado. Solo.
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Chapter 1: Cardboard industry waste: effect on invertebrates and terrestrial and aquatic
plants
ABSTRACT

The paper recycling industry produces environmental liabilities such as a kind of residue, also
called recycled paper sludge. Nowadays, several institutions around the world have been
looking for safe ways to use sludge from paper recycling industries in order to reduce these
environmental liabilities. The use of the recycled paper sludge as a soil promoter is among the
many alternatives to use this type of sludge in both the agricultural and forestry sectors.
However, this decision is made only considering the sludge chemical properties. In fact, this
approach present limitations, such as the number of evaluated compounds and their interactions
with the soil biological properties. In this context, ecotoxicity tests can effectively evaluate the
risk of composite matrices, such as organic residue. The aim of the present work was to evaluate
the ecotoxicity of recycled paper sludge, throughout the acute and chronic tests with soil
invertebrates and plants, seeking to evaluate the habitat after the application of the sludge. To
achieve it, we used avoidance test using collembolans (Folsomia candida), reproduction test
using F. candida, Proisotoma minuta and Enchytraeus crypticus. All tests were performed at
concentrations of 80 t/ha and 100 % of the residue. In addition, an assay was conducted with
Lemna minor (an aquatic plant), where we evaluated Lemna dry biomass, root length and
number of fronds of the plants after exposure to concentrations of 12.5, 25, 50, 75 and 100 %
elutriate of the sludge, respectively. We also evaluated the germination and length of lettuce
roots at concentrations of 10, 20, 40, 60, 80 and 100 % elutriate of the sludge. Finally, we
analysed the length and dry biomass of the roots and shoots of the tree species Mimosa
scabrella, at concentrations of 25, 50 and 100 % of the sludge mixed with the soil of Pinus
planting. All database was tested to normality and homosticity tests and were analyzed using
ANOVA, followed by Dunnett's test (p <0.05). The recycled paper sludge promotes negative
effects on the reproduction of the collembolan, F. candida and P. minuta in the elaborated
concentrations in the laboratory, in the two tested concentrations of the sludge, and in the
samples brought from the field, respectively. We also found negative effects on lemna plants in
the concentration of 12.5 %, and on the shoot and root dry biomass of M. scarabella plants in
the concentrations of 25 % and 50 %, respectively. Therefore, we can conclude that if the
recycled paper sludge is applied successively or in high doses, or if carried to the aquatic
environment, it may cause undesirable and negative effects to the exposed ecosystem and their
biological components.

Keywords: Ecotoxicity. Recycled paper sludg. Soil.
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1 INTRODUCAO

A industria de papel possui um alto valor econdmico no setor industrial, no entanto, ¢
considerada uma consumidora de energia e recursos naturais, tais como dgua e madeira. Ainda
sobre os impactos, a industria de papel € tida como a sexta maior contribuinte para polui¢ao do
meio ambiente (MONTE et al., 2009). A industria de papel reciclado ¢ geradora de passivos
ambientais na forma de residuos so6lidos, pois, durante o processo de reciclagem de papel, gera-
se uma quantidade significativa de residuo organico, chamado também de lodo de papel
reciclado. A alta quantidade, juntamente com as formas de tratamento e destinacdo desses
residuos, sdo os principais problemas ambientais dessas industrias (SURIYANARAYANAN
et al., 2010; XU; YANG; SPINOSA, 2015; FARIA et al., 2015).

Segundo a ABNT NBR 10004 (ABNT, 2004b), o lodo proveniente da producao de papel
reciclado a partir de aparas, e que tem como caracteristica uma massa fibrosa de cor
acinzentada, ¢ classificado como um residuo nao perigoso de classe IIA — ndo inerte. A grande
maioria das industrias produtoras desses residuos adota como alternativa os aterros para a
disposi¢do final dos mesmos; no entanto, essa ¢ uma pratica bastante onerosa e pouco
sustentavel (BALBINOT JUNIOR et al., 2006a).

Diante disto, muitas empresas e instituicdes vém buscando formas alternativas para o
uso do lodo proveniente de industrias de papel reciclado, visando evitar ou diminuir os passivos
ambientais (BALBINOT JUNIOR et al., 2006b; FARIA et al., 2015). Alguns autores destacam
que o lodo do papel ou de papel reciclado ¢é rico em 6xidos de céalcio e magnésio e tem, portanto,
um potencial para uso como corretivos de acidez do solo (BALBINOT JUNIOR et al., 2006b;
LUNARDI NETO et al., 2008; COSTA et al., 2009).

Os limites estabelecidos por lei para utilizagdo de residuos organicos (lodos e
compostos) no solo, como fonte de adubacao ou corretivos de acidez, levam em consideragao
apenas parametros quimicos, que sdo de extrema importancia para caracteriza¢ao dos residuos
e as fontes potencias de poluicdo, mas que tém limitagdes, como o niumero de compostos
avaliados e seu efeito devido suas interagdes (RENAUD et al., 2017). Neste contexto, a
utilizacdo de ensaios de ecotoxicidade, de espécies unicas ou de comunidades, sdo uma
alternativa de estudo, uma vez que sdo capazes de avaliar efetivamente o risco de matrizes
compostas, como o caso dos residuos organicos. Nestas avaliacdes, seleciona-se uma bateria de
bioensaios com organismos representantes de diferentes niveis da cadeia alimentar, para obter-

se resultados que representem o que pode ocorrer no ambiente. Por isso, ao combinar
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parametros quimicos e ecotoxicoldgicos, tem-se um maior sucesso ao entender os efeitos
decorrentes da aplicagdo de residuos organicos no compartimento solo (TIGINI et al., 2016;
GHOSH; THAKUR; KAUSHIK, 2017).

Diversos organismos de solo vém sendo utilizados em ensaios de ecotoxicidade com a
finalidade de avaliar os impactos ambientais causados sobre o solo, por diversos fatores, sejam
eles antropicos ou naturais. Dentre os organismos-teste podem ser destacados os integrantes da
mesofauna (p.ex., colémbolos e enquitreideos), ¢ macrofauna (p.ex., minhocas) (OLIVEIRA
FILHO et al., 2017). Além de invertebrados edaficos, utiliza-se também algumas espécies de
plantas, sendo possivel avaliar os efeitos sobre a porcentagem de germinacdo, ganho de
biomassa, alongamento de raiz, entre outros. As plantas também apresentam como vantagens a
viabilidade de ensaio durante o ano todo, baixo custo de manutencao, resultados em curto
espacgo de tempo, além de algumas apresentarem alta sensibilidade aos contaminantes, como ¢
o caso da alface (Lactuca sativa L) (FERRARI et al., 2009). Também sao realizados ensaios de
ecotoxicidade utilizando algumas plantas aquaticas, como ¢ o caso das macrofitas Lemna minor,
que sao sensiveis a diversos compostos, por isso consideradas otimas bioindicadoras de
toxicidade para ecossistemas aquaticos (PARK et al., 2017).

Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a ecotoxicidade de um lodo de
papel reciclado proveniente de industria de papeldo, a partir de ensaios agudos e cronicos com
invertebrados edéficos e plantas, buscando avaliar a funcdo de habitat e a funcdo de retengdo

do solo apds a aplicagdo do residuo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA E CARACTERIZACAO DO RESIDUO

O residuo em estudo ¢ um lodo de papel reciclado proveniente de uma industria de
papeldo, situada no interior do municipio de Curitibanos, SC. Esta empresa utiliza como
matéria-prima papel reciclado, refile de pinus e araucéria, além de celulose branqueada.

A coleta das amostras foi realizada em montes do residuo, diretamente na saida do

processamento, segundo a ABNT NBR 10007 (ABNT, 2004a). As amostras foram coletadas
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com o auxilio de uma p4, retirando-se por¢des em varios pontos do monte de residuos. As
amostras foram homogeneizadas, armazenadas em sacos plasticos € mantidas sob refrigeragao.

Uma amostra do residuo foi enviada para o Laboratorio de Solos da ESALQ (Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”), para a determinagdo de parametros quimicos e

fisicos, os quais sdo apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Resultado da analise quimica do lodo de papel reciclado de industria de papelao
fresco. Determinagdes realizadas para base seca do residuo, como também para base imida.

DETERMINACOES BASE SECA (65°C) BASE UMIDA
pH (CaCl; 0,01M) - 8,2
Densidade (Residuo organico) - 0,50 g/cm®
Umidade (Residuo Organico) 60 — 65°C - 51,46%
Umidade (Residuo Organico) 110°C - 2,07%
Umidade Total - 53,53%
Matéria organica Total (Combustdo) 76,91% 37,33%
Carbono organico 40,17% 19,50%
Residuo Mineral Total (R.M.T.) 18,83% 9,14%
Residuo Mineral (R.M.) 12,61% 6,12%
Residuo Mineral Insoluvel (R.M.1.) 6,22% 3,02%
Nitrogénio Total 0,68% 0,33%
Fosforo (P205) Total 0,12% 0,06%
Potassio (K20) Total 0,19% 0,09%
Calcio (Ca) Total 4,02% 1,95%
Magnésio (Mg) Total 0,21% 0,10%
Enxofre (S) Total 0,14 0,07%
Relagdo C/N - 59
Manganés (Mn) Total 169 mg/kg 82 mg/kg
Ferro (Fe) Total 11780 mg/kg 5718 mg/kg
Boro (B) Total 25 mg/kg 12 mg/kg
Sédio (Na) Total 880 mg/kg 427 mg/kg

Fonte: Autor (2019)

Tabela 2 - Valores de metais potencialmente toxicos presente no residuo de papel reciclado de
industria de papeldo. (<) menor que o limite de quantificagao.
Determinagdes  Resultados (mg/kg)

Arsénio <5,64
Bario 115,88
Cadmio <6,27

Chumbo 8,68
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Cobalto 6,23
Cobre 51,28
Cromo 43,3

Mercurio <7,87
Molibdénio <7,69

Niquel 13,8
Selénio <6,11
Zinco 78,58

Fonte: Autor (2019)

2.2 ORGANISMOS-TESTE

Em relagdo aos invertebrados edéaficos usados como, organismos-teste, as espécies
foram cultivadas e mantidas no Laboratério de Ecologia da UFSC Curitibanos, segundo as
normas da ABNT (Associacdo Brasileira de Normas Técnicas). Para os ensaios, foram
escolhidas as espécies de colémbolos Folsomia candida e Proisotoma minuta; € a espécie de
enquitreideos Enchytraeus crypticus.

Em relagdo as plantas, a espécie Lactuca sativa foi obtida a partir de sementes
comerciais, enquanto que a espécie arborea Mimosa scabrella foi obtida a partir de sementes
coletadas no municipio de Fraiburgo, SC. Para avaliar o elutriato do residuo, foram usadas

plantas aquaticas da espécie Lemna minor, cultivadas sob condigdes laboratoriais.

2.2.1 Colémbolos

O cultivo de colémbolos das duas espécies F. candida e P. minuta (Apéndice A) foram
realizados de acordo com a Norma ABNT NBR/ISO 11267 (ABNT, 2011), essa norma foi
criada para a espécie F. candida, no entanto como a espécie P. minuta ainda ndo possui uma
norma especifica, utilizou-se a mesma norma de F. candida para P. minuta.

Para o cultivo dos colémbolos, utilizou-se como substrato uma mistura de gesso e carvao

ativado na propor¢do 10:1, com adicdo de agua destilada. Os cultivos foram mantidos em
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recipientes plasticos com tampa (capacidade para 400 mL), em incubadora com temperatura 20
+ 2°C, e fotoperiodo de 16:8 h (claro-escuro) (Apéndice A). Os colémbolos foram alimentados
duas vezes por semana com fermento biologico (Saccharomyces cerevisiae). ApoOs 0ito
semanas os colémbolos foram trocados para um substrato novo, a fim de induzir a ovoposigao.
Para a obtencao de juvenis, com idade entre 10 e 12 dias (idade ideal fixada na norma para utilizagao
dos organismos em ensaios), foram isolados ovos para um novo substrato, ¢ acompanhados antes e
apos sua eclosao.

Os colémbolos sao amplamente utilizados em ensaios de ecotoxicidade, uma vez que
sdo abundantes nos ecossistemas terrestres e apresentam fungdes importantes como a
manuten¢do da qualidade do solo, a partir de processos de decomposicdo e incorporagdo da
matéria no solo, mineralizagdo de nutrientes e estimulam a atividade de bactérias e fungos no
solo. Além disso, sdo considerados excelentes bioindicadores de qualidade do solo, pois sao
sensiveis a alteragdes no solo, sejam elas naturais ou antropicas (STERZYNSKA;

SHRUBOVYCH; KAPRUS, 2014; BUCH et a., 2016).

2.2.2 Enquitreideos

Os enquitreideos da espécie E. crypticus (Apéndice B), foram cultivados em recipientes
pléasticos com tampa (capacidade para 400 mL), preenchidos com Solo Artificial Tropical
(SAT), seguindo as recomendacdes da norma ABNT NBR/ISO 16387 (ABNT, 2012). Os
cultivos foram mantidos em uma camara de incubagdo com a temperatura entre 20 + 2°C, com
fotoperiodo de 16h:8h (claro:escuro). Semanalmente, a umidade € reposta com a adigao de
gotas de agua destilada.

Os organismos-teste foram alimentados, duas vezes por semana, adicionando-se aveia
moida a superficie do solo. A cada trés meses, os organismos sao transferidos para um substrato
recentemente preparado, para evitar contaminagdo por fungos e acaros nos cultivos. A extracao
dos organismos do meio para utilizagdo nos ensaios ¢ realizada com o auxilio de um palito de
madeira, este € um processo delicado de forma que os organismos nao sejam machucados e que
seja 0 menos estressante possivel para os organismos. Os organismos sdo considerados
adequados para uso em ensaio quando apresentam clitelo bem evidente.

Os enquitreideos sdo organismos que se encontram amplamente distribuidos em

diferentes tipos de solos. Estes organismos desempenham papéis fundamentais para o bom
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funcionamento dos ecossistemas terrestres, pois participam da decomposi¢do da matéria
organica, ciclagem de nutrientes e na bioturbagao do solo (CASTRO-FERREIRA et al., 2012).
Por serem organismos de corpo mole os enquitreideos podem ser expostos a diferentes fatores
de estresse no solo, portanto sdo recomendados como espécies teste adequadas na

ecotoxicologia do solo (ZHANG; VAN GESTEL, 2017).

2.2.3 Lentilha d’agua

As lentilhas d’agua da espécie L. minor (Apéndice C), foram cultivadas em meio
nutritivo Steinberg seguindo a norma ISO 20079 (2005). Apds o preparo das solucdes estoque,
partiu-se para a preparacdo do meio Steinberg ou solucao nutritiva final. Para isso, misturou-se
900 mL de 4gua autoclavada com 20 mL das solugdes de macroelementos (KNOs3; KH2POs;
KoHPO4; MgS0O4 7H20 e Ca (NO3)2 4H20). Posteriormente, adicionou-se 1,0 mL das solugdes
de microelementos (H3BO3; ZnSO4 7TH20; NaxMoO4 2H>0; MnCl, 4H>0; FeCl; 6H,O e EDTA
Disodium-dihydrate). O pH do meio foi ajustado, com a adicdo de HCIl até que o meio
alcancasse o pH de 5,5. Os cultivos foram mantidos em camara de incubagdo com temperatura
de 24 + 2°C, fotoperiodo de 16h:8h (claro:escuro), com intensidade luminosa de 6.100 Lux.

A macrofita aquatica L. minor (lentilha d’adgua) ¢ amplamente utilizada como
bioindicadora de qualidade da 4gua visto que a espécie apresenta inimeras vantagens para ser
utilizada como organismo-teste em instigacdes ecotoxicoldgicas e também pelo fato das
macrofitas serem um dos principais organismos autotroficos nos ecossistemas de pequenos
lagos e rios (BLINOVA etal., 2015; BOURIOUG et al., 2017). Entre as vantagens desta espécie
estdo estrutura e morfologia simples, tamanho pequeno (permite a utilizagdo em pequenos
volumes de amostras), crescimento rapido, facilidade de cultivo e manuseio, alto grau de

homogeneidade e sdo sensiveis a uma ampla gama de poluentes (BOURIOUG et al., 2016).

2.2.4 Alface

As sementes utilizadas (Apéndice D) nos ensaios foram sementes comerciais da marca

Feltrin Sementes, segundo informagdes do fabricante as sementes eram provenientes da safra
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de 2014/2015, possuiam um potencial de germinacao de 95 %, 100 % de pureza e eram tratadas
com 0,15 do fungicida Thiram.

A alface (Lactuca sativa) € utilizada a muito tempo como modelo para testes de
fitotoxicidade para a determinagdo de efeitos ecoldgicos de substancias toxicas e para testes de
toxicidade padrao (LYU et al., 2018). Os estes testes utilizando a L. sativa sdo simples, rapidos
e baratos, e a espécie apresenta ainda caracteristicas como uma rapida germinacdo e alta

sensibilidade a produtos quimicos e efluentes (TIGRE et al., 2012; PARK et al., 2016).

2.2.5 Bracatinga

As sementes da espécie Mimosa scabrella Benth (Bracatinga) (Apéndice E) foram
coletadas em arvores-matrizes localizadas na comunidade Dez de Novembro, situada no
municipio de Fraiburgo-SC. A coleta bem como o beneficiamento das sementes ocorreu em
janeiro de 2018, as mesmas foram armazenadas em recipiente fechado e permaneceram sob
refrigeragdo até a utilizagao para os ensaios.

A M. scabrella, conhecida popularmente como bracatinga, ¢ uma espécie pioneira, de
ciclo curto e usos multiplos, pertencente a familia Fabaceae. E uma espécie perenifolia pioneira,
caracteristica de regides mais frias do sul do Brasil, € considerada de rapido crescimento quando
comparada com outras espécies florestais nativas (STUPP et al., 2015). Silva (2018) relata que
a bracatinga apresenta-se adequada como organismo-teste para a realizacdo de ensaios
ecotoxicoldgicos com plantas arboreas, uma vez que a espécie apresenta alto potencial de
germinagdo em condigdes laboratoriais € em ensaio de crescimento € biomassa realizados em

casa de vegetacgao.

2.3 ENSAIOS E DELINEAMENTO

Para os ensaios com invertebrados edaficos, utilizou-se os tratamentos: solo de plantio
de pinus sem aplica¢@o do residuo (controle); solo de plantio de pinus + 80 t/ha do residuo e

100% do residuo. Neste caso, a aplicacdo do residuo ao solo foi realizada em laboratério. O
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solo de plantio de pinus, foi coletado de um plantio de P. faeda situado proximo ao Campus da
UFSC Curitibanos e foi desfaunado por dois ciclos de congelamento e descongelamento.

Outra abordagem foi a coleta de amostras de solo em areas onde ja ocorre a aplicacao
deste residuo. Para tanto, os ensaios foram realizados com trés tratamentos: a Area 1 (Controle),
a qual nunca recebeu a aplicagio do residuo; Area 2 (Curto prazo), recebeu a aplicagdo do
residuo entre o final de 2017 e inicio de 2018; e a Area 3 (Longo prazo), recebeu a aplicagio
do residuo em 2016. As aplicagdes do residuo variam de 20 a 60 t/ha, isso depende do fluxo
de residuo produzido pela industria.

Para todos os ensaios, foi usado como controle adicional o Solo Artificial Tropical
(SAT), que ¢ uma adaptacao do solo OCDE indicado pelas normas ISO (GARCIA, 2004), este

solo serviu apenas para validagao dos ensaios com invertebrados.

2.3.1 Ensaio de fuga com colémbolos

Realizou-se o ensaio de fuga para F. candida, com cinco replicatas para cada tratamento.
Os ensaios de fuga com colémbolos seguiram o estabelecido na norma ISO 17512-2 (ISO,
2007). Foram utilizados 20 individuos adultos, e recipientes que foram divididos ao meio, onde
foram pesados 30 g de solo para cada um dos lados, sendo um lado preenchido com solo-
controle e outro com o solo-teste. O ensaio permaneceu por 48 h em incubadora a 20°C + 1,
com fotoperiodo de 16h:8h (claro-escuro). Apés o periodo de incubagdo, a diviséria foi
reintroduzida para separar o solo teste e o solo controle, e um deles foi transferido para outro
recipiente (Apéndice F). A contagem do numero de colémbolos foi realizada apds a adi¢ao de
agua e gotas de tinta de carimbo em cada porcao de solo, levando os organismos a superficie e
favorecendo um contraste com a sua cor clara. Como controle, foi realizada uma combinagao
recebendo solo controle (SAT) em ambos os lados do recipiente-teste, mostrando a distribuicao
aleatoria dos organismos quando a contamina¢do ndo estd presente, ainda para este controle
contou-se o numero de colémbolos, pois a mortalidade dos organismos nesse ensaio nao pode

ser superior a 20 % ao final do ensaio.
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2.3.2 Ensaio de reproduciao com colémbolos

Os ensaios de reproducao de colémbolos, foram realizados com seis replicatas para cada
tratamento, sendo cinco replicatas com organismos € uma replicata extra para determinagao de
pH e umidade ao final do ensaio. No inicio ¢ ao final de cada ensaio realizou-se medigdes de
pH e umidade dos solos-teste. Os ensaios de reprodugdo com as duas espécies de colémbolos,
F. candida e P. minuta, seguiram o descrito na norma ABNT NBR/ISO 11267 (ABNT, 2011).
Como a norma foi desenvolvida para F. candida, foi necessaria a adaptagdo para a espécie P.
minuta, essa adaptagdo ocorreu na fase de leitura do ensaio, onde para F. candida utilizou-se
tinta de carimbo para facilitar a visualiza¢ao dos organismos, no entanto como P. minuta possui
uma coloracdo escura a tinta de carimbo nao foi utilizada, pois dificultava ainda mais a
visualizacdo dos organismos.

Para o ensaio, foram utilizados recipientes plasticos com tampa, com capacidade para
125 mL, preenchidos com 30 g de solo, umedecido até 50% da capacidade de reten¢do de agua.
Cada replicata recebeu dez colémbolos com idade entre 10 e 12 dias. O ensaio foi incubado a
temperatura de 20 = 2 °C e fotoperiodo de 16:8 h (claro-escuro) durante 28 dias. Os colémbolos
foram alimentados no 1° e no 14° dia com fermento biologico (S. cerevisiae) e, semanalmente,
realizou-se a manuten¢do da umidade de cada uma das réplicas, pesando-se os frascos e
adicionando agua destilada com o auxilio de uma pipeta de Paster. Ao final dos 28 dias,
adicionou-se dgua e tinta de carimbo (para F. candida) a cada uma das réplicas, possibilitando
o registro fotografico dos juvenis para posteriormente contagem usando o programa ImageJ®
(RASBAND, 1997) (Apéndice G). O ensaio de reproducdo ¢ considerado vélido quando ¢
obtido o minimo de 100 juvenis no controle (SAT), ndo excedendo 30% no coeficiente de

variagdo e ndo havendo mortalidade superior a 20 % dos organismos adultos.

2.3.3 Ensaio de reproducio com enquitreideos

O ensaio de reprodugdo de enquitreideos foram realizados com seis replicatas para cada
tratamento, sendo cinco replicatas com organismos € uma replicata extra para determinagao de
pH e umidade ao final do ensaio. O ensaio seguiu a ABNT NBR/ISO 16387 (ABNT, 2012).

Para esse ensaio, recipientes plasticos com capacidade para 125 mL foram preenchidos com 30
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g do solo-teste, com adi¢do de uma pequena quantidade de flocos de aveia como alimento e 10
enquitreideos sobre a superficie do solo. O ensaio foi mantido sob condi¢gdes controladas, a uma
temperatura de 20°C = 2°C fotoperiodo de 16:8 h (claro-escuro). A duracao do ensaio foi de 28
dias, fazendo-se a manutencdo semanal da umidade ¢ a adi¢ao de alimento. Ao final de 28 dias,
as amostras receberam alcool 70% e algumas gotas de rosa de Bengala para fixar e colorir os
juvenis (Apéndice H). Apds 24 h, iniciou-se a contagem dos juvenis a lupa (40x). O ensaio ¢
considerado valido quando obtém-se no controle (SAT) no minimo de 25 juvenis por replicata,
ndo excedendo 50% no coeficiente de variacao e mortalidade inferior a 20 % dos organismos

adultos.

2.3.4 Ensaio com elutriato com Lentilha d’agua

O ensaio com a planta aquatica L. minor, foi realizado nas concentragdes de 12,5, 25,
50, 75 e 100% do elutriato do residuo, diluido no meio Steinberg, o qual foi usado como
Controle e também ¢ utilizado no cultivo das Lemnas, cada tratamento foi constituido de 5
replicadas. Ao inicio e ao final do ensaio foram realizadas as medi¢des de pH, condutividade e
oxigénio de cada um dos tratamentos. O ensaio foi realizado utilizando concentracdes de
elutriato do residuo. O elutriato foi elaborado de acordo com a norma ABNT NBR 15469
(ABNT, 2015), usando a propor¢do de 1:10, residuo:meio Steinberg. A mistura foi agitada
durante 24 h, filtrada (filtro com gramatura de 80 g/m?, espessura de 205 um, maioria dos poros
com 14 pm e permeabilidade ao ar de 14 I/s m?) e centrifugada durante 30 min a uma velocidade
de 3400 rpm e com uma forca de 2016 G. O ensaio foi realizado de acordo com a norma ISO
20079 (2005). Para o ensaio foram utilizados recipientes plasticos (didmetro de 15,39 cm, altura
de 5 cm), onde cada replicata recebeu 100 mL da solucdo a ser analisada. Em cada repeti¢ao,
foram adicionadas 12 frondes de L. minor, sendo duas plantas com trés frondes e outras trés
plantas com dois frondes. O ensaio permaneceu em incubadora sob temperatura de 24 +£ 2°C e
fotoperiodo de 16:8 h (claro-escuro), durante 7 dias. Ao final do ensaio, foram avaliados os
parametros: nimero de frondes, comprimento das raizes (cm) e peso seco (mg). O ensaio foi
considerado valido quando observado um aumento de 7 vezes no numero médio de frondes no

controle.
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2.3.5 Ensaio de germinacio e crescimento de raiz de alface

O ensaio de germinagdo e crescimento de raiz com alface foi realizado em sete
tratamentos, nos quais um era o controle (dgua destilada) e os outros seis foram dilui¢gdes do
elutriato em 4gua destilada nas concentragdes de 10; 20; 40; 60; 80 e 100%. Para cada
tratamento, foram realizadas 3 replicatas. Este ensaio avaliou o efeito do elutriato sobre a
germinagdo e crescimento de alface. Para tanto, o elutriato foi realizado utilizando uma
propor¢ao 10:1, residuo:agua destilada, seguindo as recomendacdes da norma ABNT NBR
15469 (ABNT, 2015), os procedimentos de preparagao do elutriato foram os mesmos realizados
para o ensaio com a lentilha d’4gua. O teste de germinagdo com sementes de L. sativa L. foi
realizado de acordo com a norma EPA 712-C-96—-154 (USEPA, 1995).

Para o ensaio, realizou-se o encaixe de papéis filtro em placas de Petri (90 mm de
didmetro), onde foram adicionados 5 mL do respectivo tratamento. Em cada placa, foram
distribuidas 10 sementes de alface. As placas foram entdo fechadas e mantidas a uma
temperatura de 20 = 2°C e ao abrigo da luz por 48h, posteriormente foram expostas a um
fotoperiodo de 16:8h (claro-escuro) até o final do ensaio, que durou no total 5 dias (Apéndice
I). Ao final do periodo de exposi¢do, foram determinados a porcentagem de sementes
germinadas e o comprimento das raizes emitidos, o ultimo feito com o auxilio de uma régua
graduada. O ensaio foi considerado valido quando a porcentagem de germinag¢ao no controle

atingiu 65%, e quando as raizes alcancaram 20 mm em média.

3.2.6 Ensaio com a espécie arbdrea bracatinga

Para o ensaio com a espécie arborea M. scabrella, o residuo foi avaliado nas
concentragdes de 25; 50; 75; ¢ 100%. No inicio e ao final do ensaio foram medidos o pH de
cada tratamentos. Para as misturas e como controle, utilizou-se o solo de uma area com plantio
de P. taeda. Cada tratamento contou com 6 replicatas (tubetes). Para este ensaio utilizou-se
sementes oriundas de darvores-matrizes presentes na comunidade Dez de Novembro,
pertencente ao municipio de Fraiburgo, no Estado de Santa Catarina. As sementes foram
coletadas e beneficiadas em janeiro de 2018 e, posteriormente, armazenadas em um recipiente

fechado de polietileno acondicionado em refrigerador. Anterior a realizacdo dos ensaios, foi
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realizado o teste de potencial de germinagao das sementes que ocorreu de acordo com o descrito
nas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). O tratamento adotado para superacao
da dorméncia foi pelo método de imersao em agua quente (80°C) por 18 h, conforme o
recomendado por Carvalho (2002). O ensaio foi realizado segundo o descrito por SILVA
(2018), que realizou uma adaptacdo da norma ABNT NBR ISO 11269-2 (ABNT, 2014).

Para esse ensaio utilizou-se como recipiente teste tubetes, onde em cada um foram
adicionados aproximadamente 130 g de solo e trés sementes de bracatinga. O ensaio foi
conduzido em casa de vegetagdo a uma temperatura média de 20 + 2°C, onde a manutengdo da
umidade do solo foi realizada, manualmente, a cada dois dias. No 10° dia, realizou-se o raleio
das plantas, deixando apenas uma por tubete. O ensaio teve duragio de total de 45 dias, ou 35
dias a partir do raleio. Ao final deste periodo, foram realizadas as determinag¢des do

comprimento e peso seco da parte aérea e de raiz de todas as plantas (Apéndice J).

2.4 ANALISE DOS DADOS

O ensaio de fuga com colémbolos foi avaliado a partir do teste exato de Fisher. Os
resultados dos demais ensaios de ecotoxicidade foram analisados a partir de ANOVA seguida
do teste de Dunnett (p< 0,05), comparando os resultados obtidos nos tratamentos com o residuo
versus o controle. A normalidade dos dados foi verificada com o teste de Shapiro-Wilk,
enquanto a homogeneidade dos dados foi a partir dos testes de Levene, Flingner e Bartlett, todos
a um nivel de confianca de 95%.

Os ensaios com invertebrados € o ensaio com bracatinga tiveram seus tratamentos
comparados com o solo de plantio de pinus, enquanto no ensaio com Lemnas o meio Steinberg
foi usado como controle. Para o ensaio de germinacdo e comprimento de raiz de alface, o
controle com 4gua destilada foi usado para as comparacdes. As analises estatisticas foram

realizadas no software RStudio (R Core Team, 2019).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ENSAIO DE FUGA

A combinagao controle versus controle com o SAT apresentou aleatoriedade na distribuicao
dos organismos entre 40 e 60% dos organismos em cada um dos lados do recipiente-teste, o que
validou o ensaio. Além disso, letalidade de organismos foi menor que 10%. A combinac¢do dos
controles com solo de pinus também apresentou aleatoriedade na distribui¢ao dos organismos
entre os dois lados do recipiente-teste (Figura 1). Os resultados para o ensaio de fuga apontaram
uma preferéncia dos organismos-testes pelo residuo, quando comparados com o solo de plantio
de pinus, usado como controle. Observa-se ainda a que o residuo na sua forma bruta (Res 100

%) atraiu uma maior quantidade de organismos do que na concentragdo de 80 t/ha (Figura 1).

Figura 1 —Resposta de comportamento de fuga de F. candida nos ensaios com o
residuo de papelao (Média + Desvio padrao).
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Fonte: Autor (2019)

A preferéncia dos organismos pelo residuo pode estar relacionada ao fato de se tratar de
um residuo com alto teor de matéria organica (76,91% base seca e 37,33% base iimida) e pH
basico (8,2) (Tabela 1). Essas caracteristicas sao bastante distintas das observadas para solos de
plantio de pinus, principalmente quanto ao pH, pois solos de pinus tendem a apresentar pH
acido. O pH do solo controle medido no inicio e ao final do ensaio ficou em torno de 4,0, mais
acido portanto do que o do residuo. A presenca de espécies de colémbolos no solo sofrem

influéncias do pH, pois a diminuicdo do pH ou aumento da acidez do solo pode acabar
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dificultando a reproducdo e permanéncia desses organismos neste solo (ANTONIOLLI et al.,
2013; ORTIZ et al., 2019). Oliveira Filho et al. (2017) afirmam em seu estudo com residuo
piritoso, que o baixo pH do solo devido a adi¢ao do residuo, foi um dos fatores que provocou o
comportamento de fuga da espécie de colémbolos F. candida, uma vez que as quantidades de
metais presentes no residuo estao diretamente relacionadas com o teor de pH do solo, além do
que, o teor de pH influencia na adsor¢ao dos elementos nos sitios do solo, causando assim maior

ou menor toxicidade (VAN GESTEL; MOL, 2003).

3.2 ENSAIO DE REPRODUCAO DE COLEMBOLOS

O controle com SAT de ambos os ensaios com F. candida e P. minuta, tanto para as
concentragdes preparadas em laboratorio como para os solos das areas onde ja ocorre a aplicagdo
do residuo, atingiram a taxa minima de 100 individuos por repeti¢do, letalidade menor que 20% dos
organismos ¢ o coeficiente de variagdo nao ultrapassou 30%, ou seja, os critérios de validagdo para
esses ensaios foram cumpridos. Para o solo controle com solo de Pinus utilizado nas comparagdes,
os organismos também apresentaram uma reproducdo minima de 100 juvenis por replicata e uma
mortalidade inferior a 20%.

Para as misturas realizadas em laboratorio, o ensaio de reproducao com a espécie F.
candida apresentou redugdo significativa no nimero de juvenis (p<0,05) com o aumento da
concentragdo do residuo. Porém, o efeito contrario foi observado para a espécie P. minuta, onde
observa-se que o nimero de juvenis aumentou conforme aumentou-se a concentragao o residuo
(Figura 2, A e B).

As amostras oriundas das areas onde ja ocorre a aplicacao do residuo, apresentaram
resposta contraria aos ensaios com as concentragdes preparadas em laboratdrio, pois no caso
dos solos das areas o numero de juvenis diminui significativamente para a espécie P. minuta
entre as areas com aplicagdo do residuo (Curto e Longo prazo) e a area controle, enquanto para

a espécie F. candida nao observou-se diferenca entre os tratamentos (Figura 2, C e D).
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Figura 2 - Numero médio de juvenis de colémbolos quando expostos a concentragao
de residuo de papelao preparados em laboratério e quando expostos a solos que receberam a
aplicacdo de residuo em campo. (A) F. candida para concentragdes realizadas em laboratorio,
(B) P. minuta para concentragdes realizadas em laboratério, (C) F. candida para solos das
areas onde j& houve aplicag@o do residuo, (D) P. minuta para solos das areas onde jpa houve
aplicacdo do residuo. (*) Diferenga significativa segundo teste de Dunnett (p<0,05).
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Antoniolli et al. (2013) e Santorufo et al. (2012) citam que concentragdes acima de 50 e
70 mg/Kg de Cu e Zn, respectivamente afetam negativamente a reproducao de colémbolos de
algumas espécies. Greenslade e Vaughan (2003) encontraram uma ECso de 751 mg de Cu por
Kg de solo para F. candida, Jensen e Pedersen (2006) para o Zn encontraram uma ECso de 184
mg Kg! também para F. candida. Observa-se que os valores de ECsoencontrados pelos autores
tanto para Cu como para Zn sao muito superiores ao encontrado para o residuo em questao,
onde os valores de Cu e Zn sdo de 51,28 e 78,58 mg/Kg, respectivamente (Tabela 2). Porém
ndo se descarta que este pode ter sido um dos fatores que tenha afetado a reproducdo dos
colémbolos da espécie F. candida nas concentragdes preparadas em laboratorio.

Ogliari et al. (2019) e Jansch, Amorim e Rombke (2005) citam que valores de pH acima
de 7,0 afetam negativamente a reproducao de F. candida, sendo considerado ideal para espécie
um pH em torno de 5,4 e 6,6 (GREENSLADE; VAUGHAN, 2003). Esse fator também pode
ajudar a explicar a diminui¢do do niimero de juvenis quando se- aumentou a concentragdo do

residuo, pois os tratamentos de Co, 80 t/ha e 100% do residuo apresentaram um pH em torno
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de 4,10; 5,0 e 8,0 respectivamente, ou seja conforme houve o aumento na concentracdo do
residuo houve também um aumento no pH.

A partir dos resultados, pode-se dizer que a espécie F. candida foi mais sensivel que P.
minuta quando, avaliou-se as concentracdes preparadas em laboratdorio. No entanto, para os
solos das areas onde ja ocorreram aplicagdes do residuo, a espécie P. minuta foi mais sensivel
do que F. candida (Figura 2). A espécie P. minuta ja se apresentou menos sensivel que F.
candida em outros trabalhos como o de Buch et al. (2016) para solos contaminados com
mercurio, onde concluiu-se que F. candida seria a melhor espécie para ser utilizada em ensaios
para proteger as populacdes naturais de colémbolos. Porém, em outros casos, como o de uso de
6leo mineral, utilizado como adjuvante na aplicagdo de herbicidas, a espécie P. minuta
apresentou-se mais sensivel que F. candida (DE SANTO et al., 2018).

Essas variagdes de resultados observadas podem estar relacionadas a propria
variabilidade entre lotes do residuo, pois nem todos os ensaios foram realizados utilizando uma
mesma amostra do residuo, realizou-se varias coletas em dias e meses distintos, € também ao
fato de ndo serem conhecidas exatamente as doses aplicadas em campo. Segundo Balbinot
Junior et al. (2006 a, b), pode haver mudangas na composicao quimica do residuo, conforme o
tipo de material reciclado (jornais, revistas, papelao e etc.) que ¢ utilizado como matéria-prima.

Porém, apesar das diferencas nas respostas entre as espécies, foi possivel observar
efeitos negativos sobre a reproducdo de colémbolos, tanto nos ensaios laboratoriais quanto nas

amostras vindas do campo.

3.3 ENSAIO DE REPRODUCAO DE ENQUITREIDEOS

O ensaio cumpriu os critérios de validacdo, pois apresentou no tratamento com SAT um
numero médio de juvenis superior a 25, letalidade inferior a 20% e um coeficiente de variacao
menor que 50%. Observa-se na Figura 3 que nas concentragdes de 80 t/ha e 100% do residuo
houve um maior niimero de juvenis, quando comparados ao controle (solo de pinus), sendo
assim, os dois tratamentos se diferiram do controle de forma estatisticamente significativa

segundo o teste de Dunnett (p<0,05).



33

Figura 3 - Numero de juvenis (média + desvio padrdo) de Enchytraeus crypticus nos
tratamentos com residuo e no controle. Co = controle, solo de plantio de pinus; Res 80 t/ha =
80 t/ha do residuo de papelao; Res 100% = 100% do residuo. (*) Diferenca estatisticamente
significativa na ANOVA, teste de Dunnett (p<0,05).
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Sabe-se que a abundancia de enquitreideos ¢ influenciada pelos valores de pH, umidade
e conteudo de matéria organica do solo (PELOSI; ROEMBKE, 2016). Os enquitreideos evitam
solos 4cidos, com pH inferior a 4,0, sendo considerados ideais para esses organismos os solos
com pH entre 5,9 e 6,5 JANSCH; AMORIM; ROMBKE, 2005). Assim, possivelmente os
valores de pH tenham sido um fator determinante para a menor reproducao dos organismos no
solo de plantio de pinus, o qual apresentou um pH em torno de 4,0, enquanto os tratamentos
com as concentracdes de 80 t/ha e 100% do residuo apresentaram pH de 5,70 e 7,75,

respectivamente.

3.4 ENSAIO COM ELUTRIATO COM LENTILHA D’AGUA

O controle com o meio Stenberg a 100% apresentou um aumento de 7 vezes no nimero de
frondes ao final de 7 dias, o que validou o ensaio. Para o nimero de frondes e comprimento de
raiz, observou-se diferenga estatistica, segundo o teste de Dunnett (p<0,05), para todas as
concentragdes de elutriato quando comparadas ao controle. J& para a massa seca, houve

diferenca apenas nas concentracdes de 12,5, 75 e 100% do elutriato (Figura 4).
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Figura 4 - Concentragdes de elutriado obtido a partir do residuo de papeldo e seus efeitos para
L. minor. (A) Ntmero de frondes. (B) Comprimento de raiz (cm) e (C) massa seca (mg). (*)
Diferencas estatisticamente significativas, teste de Dunnett (p<0,05).
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Observou-se que, no ensaio com as Lemnas, os valores de pH se tornaram basicos
conforme houve o aumento das concentracdes do elutriato. Essa tendéncia ja era esperada, pois
o residuo em questao possui pH basico (Tabela 1). Porém, notou-se também um aumento nos
valores da condutividade e uma diminui¢ao do oxigénio dissolvido conforme aumentaram-se
as concentracdes do elutriato (Tabela 3). O aumento da condutividade pode estar relacionado
ao fato de o residuo apresentar uma quantidade de sddio consideravel de 880 mg/Kg (base seca)
e 427 mg/Kg (base timida) (Tabela 1). A diminui¢ao do oxigénio possivelmente estd relaciona
ao aumento de matéria organica no meio (NOZAKI et al., 2014), pois o residuo ¢ rico em
material organico (Tabela 1), entdo quanto maior for a concentragdo do elutriato maior sera a

quantidade de material orgénico presente no meio.
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Tabela 3 - Valores de pH, condutividade (uS/cm) e oxigénio (mg/L) para as concentragdes de
elutriato, ao inicio e ao final do ensaio com a macrofita L. minor.

Parametro Tratamentos
Co 12,5% 25% 50% 75% 100%
pH Inicial 5,86 6,76 7,08 7,32 7,64 7,88
Final 7,88 9,41 9,09 8,87 8,08 7,64
Condutividade Inicial 903,4 1180,0  1483,0 1947,0  2420,0  2860,0
(uS/cm) Final 789,5 810,9 888,1 894.,9 860,8 2530,0
Oxigénio (mg/L) Inicial 5,7 5,7 5,0 4,1 3,3 2,5
Final 5,1 4,9 4,2 3,8 1,2 0,6

Fonte: Autor (2019)

O numero de frondes seguiu uma tendéncia de diminui¢ao, conforme houve o aumento
da concentragdo, diminui¢do observada a partir de 12,5 % do elutriato. Isso possivelmente esta
relacionado ao aumento da condutividade e consequentemente aumento na salinidade do meio,
que ocorreram também conforme aumentou-se a concentracao de elutriato. Possivelmente, as
diferencgas observadas tanto para comprimento de raiz como para massa seca devem também
estar relacionadas a salinidade, uma vez que que a macrofita L. minor ¢ pouco tolerante a
salinizag¢ao (LIU; DAI; SUN, 2017; SIKORSKI, CIESLAK; ADOMAS, 2013).

Wendeou et al. (2013) colocam que a faixa ideal de condutividade em que as Lemnas
apresentaram o crescimento maximo por dia € entre 400 e 1200 uS/cm. Estes dados corroboram
a hipotese de que a salinidade, representada pelos valores de condutividade, possa ter afetado o
crescimento das Lemnas, pois observa-se na Tabela 3, que a partir da concentragdo de 25% do
elutriato tem-se valores superiores a 1200 puS/cm de condutividade. Percebe-se ainda que
tratamento controle (0% do elutriato), esta dentro dessa faixa ideal o que fez possivelmente com

que se alcangasse o critério de validagdo do ensaio.

3.5 GERMINACAO E TAMANHO DE RAIZ DE ALFACE

No controle com agua destilada do ensaio, observou-se germinagdo de 100% das
sementes € um comprimento médio de raizes de 2,82 (£ 0,5) cm, portanto o ensaio cumpriu 0s
critérios de validagdo. Para germinagdo das sementes, ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre os tratamentos.
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Para o crescimento de raiz, observou-se que a partir da concentracao de 40% do elutriato
houve maior crescimento das raizes, onde at¢ mesmo na concentragao de 100% do elutriato

houve aumento significativo quando comparado com o controle (Figura 5).

Figura 5 - Comprimento de raizes de alface (Lactuca sativa) expostas a diferentes
concentragdes de elutriato preparado a partir do residuo de papeldo. (*) Diferenga estatistica
pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Fonte: Autor (2019)

Segundo estudos de Alvarenga et al. (2016) e Venegas, Leiva e Vidal (2018), a L. sativa
¢ uma espécie bastante sensivel quando se trata de avaliacdo da fitotoxicidade de residuos
organicos, como o caso de lodos de estacdo de tratamento de esgoto, lodo agroindustrial e outros
materiais de base organica. Assim, o fato do residuo em estudo ndo apresentar efeito sobre a
espécie, pode indicar que o mesmo nao possui efeito fitotoxico sobre a espécie L. sativa e

possivelmente sobre outras espécies do ecossistema, nas doses avaliadas.

3.6 ENSAIO COM A ESPECIE ARBOREA BRACATINGA

O ensaio com a espécie M. scabrella apresentou redugdo no comprimento da parte aérea
para os tratamentos de 50 e 100% do residuo. Porém, para comprimento de raiz, houve diferenca
apenas no tratamento de 100%, que apresentou o menor tamanho de raiz. Para a massa seca,
houve diferencas estatisticamente significativas tanto para a parte aérea como para a raiz,
reduzindo a massa seca com o aumento da concentragdo de residuo. Para a massa seca das
raizes, observou-se diferenca significativa a partir da concentragao de 50%, enquanto para parte

aérea todos os tratamentos diferiram do controle (Figura 6).
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Figura 6 - Comprimento (cm) e peso seco (mg) de raiz e parte aérea de plantulas de M.
scabrela expostas a diferentes concentracdes de residuo de industria de papeldo. (A)
comprimento parte aérea, (B) comprimento de raiz, (C) massa seca parte aérea, (D) massa
seca raiz. (*) diferenca estatistica significativa segundo teste de Dunnett (p<0,05).
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O tratamento de 100% do residuo, apresentou diferenca para todos os parametros
avaliados. Isso justifica-se pelo fato, de que o residuo embora muito imido inicialmente (Tabela
1), acabou secando durante o periodo do ensaio e, depois de 25 dias do inicio do ensaio, ndo
observou-se mais a infiltragio de agua no residuo, impossibilitando que a umidade do
tratamento fosse mantida, sabe-se portanto, que o déficit hidrico ¢ um fator limitante para o
desenvolvimento e crescimento de plantas (LOPES et al., 2005).

O pH dos tratamentos controle (solo de pinus), 25, 50, 75 e 100% do residuo, foram
respectivamente 3,86; 5,78; 7,39; 7,63 e 7,67. Portanto, observa-se que o pH do solo tornou-se
mais alcalino, conforme aumentou-se a dose do residuo de papelao misturado ao solo de pinus.
Faria et al. (2015), em uma avaliacdo de residuo de papel reciclado misturado a um solo de
producao de mudas florestais, também observou um aumento de pH de acordo com o aumento
da dose do residuo, e, segundo esses autores, o residuo serve também como fonte de calcio para
as plantas.

Faria et al. (2016), ao avaliarem o lodo de papel reciclado, constataram que na dose mais
alta testada por eles (75% do residuo misturado a um latossolo argiloso) as mudas de Eucalyptus
saligna Sm. praticamente nao se desenvolveram, apresentaram os menores didmetros de colmo.

Embora nesse estudo ndo tenha sido determinado o didmetro de colmo das plantas, observa-se
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que, a partir da concentragdo de 50% do residuo, houve uma redugdo significativa da massa
seca, ou seja, o desenvolvimento das plantas foi prejudicado a partir dessa concentragao.

Faria e colaboradores (2016) alertam que apesar do lodo de papel reciclado ter se
apresentado promissor como corretivo de acidez do solo, 0 mesmo acabou prejudicando o
desenvolvimento das plantas, onde a maior dose acabou prejudicando também a adubacdo em
cobertura. Isso corrobora os resultados apresentados para a espécie M. scabrella, pois a0 mesmo
tempo que o residuo elevou o pH do solo acido de pinus, acabou também prejudicando o

desenvolvimento das mudas.

4 CONCLUSAO

O lodo de papel reciclado apresentou efeito negativo sobre todos os organismos
estudados, exceto para E. crypticus € L. sativa, ou seja, se 0 mesmo for aplicado no solo pode
afetar invertebrados e plantas e ainda caso o residuo seja carreado para rios, corregos e outros
pode interferir negativamente sobre ecossistemas aquaticos.

Por isso, indica-se estudos de tratamento para o lodo de papel reciclado que diminuam
a toxidade do mesmo, pois somente a partir de um tratamento adequado e que
comprovadamente diminua a toxicidade presente no residuo sera possivel sua utilizagdo em

ensaios de campo e posteriormente uso no solo.
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Capitulo 2: Influéncia da aplicacdo de lodo de papel reciclado em areas de Pinus taeda
sobre a fauna do solo.

RESUMO

O lodo de papel reciclado ¢ um dos residuos solidos gerados pela industria de papel reciclado,
¢ considerado o maior passivo ambiental produzido por esse tipo de industria. No entanto,
informagdes sobre formas alternativas de uso e descarte desse tipo de lodo ndo sdo bem
conhecidas. Para entender mais sobre os efeitos do lodo de papel reciclado como promotor do
solo, a presente pesquisa concentrou-se em seus efeitos nas propriedades quimicas potenciais e
na composi¢ao da comunidade da fauna do solo. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar os efeitos da utilizacdo do lodo de papel reciclado na composi¢do da comunidade da
fauna do solo em um plantio de Pinus taeda. O experimento de campo foi realizado no interior
do municipio de Curitibanos, SC. A area experimental foi dividida em trés tratamentos
independentes: uma area controle (sem a aplicacao do lodo de papel reciclado); e areas com
curto e longo prazo de aplicacdo. As coletas em campo foram realizadas na Primavera-Outono
de 2018-2019. Para cada tratamento estabeleceu-se trés parcelas. Em cada parcela foram
instaladas trés armadilhas do tipo “pitfall” (i.e., extracdo de individuos da fauna do solo), quatro
conjuntos com oito lamina-isca (i.e., avaliacao da atividade alimentar da fauna do solo) e foram
retiradas trés amostras de solo (i.e., caracterizagdo quimica do solo). Calculou-se indices
ecologicos (e.g., riqueza, diversidade de Shannon-Weaver e dominancia de Simpson), afim de
caracterizar a comunidade da fauna do solo. Para os dados das laminas-isca, utilizou-se uma
ANOVA “unidirecional” seguida do teste de Dunnett. Para o nimero de individuos de cada
Orden/grupo, entre as areas e para cada uma das estagdes estudadas, realizou-se um ANOVA
“bidirecional” seguida do teste TukeyLSD. Para as diferengas entre as estagdes estudadas, foi
realizado o teste-t pareado. Realizou-se uma PCA e um escalonamento multidimensional nao-
métrico para esquematizar a relacdo existente entre a comunidade de fauna edafica, as
propriedades quimicas do solo, as estagdes do ano ¢ a utilizagdo do lodo. O Indice de Qualidade
Biologica do Solo (IQBS) foi calculado a partir do os resultados (18 valores e porcentagem
acumulada de cada vetor da PCA). Os resultados sobre a utilizagdo do lodo de papel reciclado
mostraram: a) Efeito negativo da aplicag¢@o do residuo sobre a abundéancia da fauna edéfica; b)
Diferenca significativa entre os tratamentos para os indices de Shannon e de Simpson; c)
Reducao da atividade alimentar da fauna do solo com longo prazo de aplicag@o do lodo de papel
reciclado; e d) O IQBS diminuiu na aplicagdo a longo prazo do lodo. Conclui-se, portanto, que
a aplicag@o do lodo de papel reciclado promove efeitos negativos na composi¢ao e atividade
alimentar da comunidade da fauna do solo. Por isso, indica-se estudos que abordem alternativas
de tratamento do lodo de papel reciclado, uma vez que estes efeitos observados foram obtidos
a partir de uma aplicagdo do residuo fresco, sem nenhum tratamento.

Palavras-chave: Lodo de papel reciclado. Fauna do solo. Qualidade do solo.
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Chapter 2: Influence of application of recycled paper sludge in Pinus taeda areas on soil

fauna

ABSTRACT

The recycled paper sludge, is one of the solid residues generated by recycled paper industry, is
consider as the largest environmental liability produced by this type of industry. However,
information about alternative ways to use and disposal this type of sludge is not well known.
To understand more about the effects of recycled paper sludge as a soil promoter, current
research as focused on its effects on potential chemical properties and soil fauna community
composition. Our aim here was to evaluate the effects of recycled paper sludge utilization on
soil fauna community composition from a Pinus taeda field. The field experiment was located
at Curitibanos SC, Brazil. The experimental area was divided in three independent treatments:
a control area (without any application of the recycled paper sludge); and a short- and long-
term areas of application. The field sample was performed in the Spring-Fall 2018/19. In each
treatment, we set out three plots. For each plot, we installed three “pitfall” traps (i.e., for extract
soil biota individuals), four sets with eight bait-lamina (i.e., to access soil feeding activity) and
three soil core samples (i.e., to characterize soil chemical properties). We calculated ecological
indices (e.g., richness, Shannon-Weaver diversity and Simpson dominance) to characterize soil
fauna community. For the bait-lamina data, we performed an ANOVA “one-way” followed by
Dunnett's test. For the number of individuals of each Orders/group, between the studied areas
and seasons, we performed an ANOVA “two-way” followed by TukeyLSD test. To access the
differences between the studied seasons we performed a paired t-test. A PCA and a non-metric
multidimensional scaling were performed to outline the relationship between the soil fauna
community, soil chemical properties, seasons and the utilization of recycled paper sludge. The
biological soil quality index (IQBS) was calculated based on the results (eighteen values and
cumulative percentage of each PCA vectors). Our results about the utilization of recycled paper
sludge show: a) Negative effect of the residue application on the abundance of soil fauna; b)
Significant differences among the studied treatments for Shannon and Simpson indices; c)
Reduction of the soil fauna feeding activity in the long-term application of the recycled paper
sludge; e d) the IQBS decreased in the long-term application of the recycled paper sludge. We
conclude that the application of the recycled paper sludge promotes negative effects on fauna
soil community composition and soil fauna feeding activity. We also suggest that be
accomplished studies for treatment of recycled paper sludge, since these observed effects were
obtained from an application of fresh waste, without any treatment.

Keywords: Recycled paper sludge. Soil fauna. Soil quality.
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1 INTRODUCAO

A produgdo de papel reciclado a partir de aparas de papel gera passivos ambientais na
forma de residuos solidos, denominados lodo de papel reciclado (FARIA et al., 2015). Esse
lodo apresenta caracteristica de uma massa fibrosa de cor acinzentada, sendo classificado como
um residuo de classe ITA — ndo inerte, de acordo com a ABNT NBR 10004 (ABNT, 2004).
Assim, como para outros residuos industriais, para o lodo de papel reciclado busca-se formas
adequadas de descarte, a fim de amenizar os passivos ambientais da produgdo desse tipo de
residuo (MACIEL; ALVES; SILVA, 2015). Alguns autores como, Balbinot Junior. et al.
(2006); Lunardi Neto et al. (2008) e Costa et al. (2009) citam que, o lodo de papel reciclado ¢
rico em oOxidos de calcio e magnésio, e que, portanto, apresenta potencial para uso como
corretivo da acidez do solo. Essas caracteristicas, sdo interessantes para culturas implantadas
em solos com baixa fertilidade ou elevada acidez (MAEDA; BOGNOLA, 2013), como por
exemplo, a cultura do Pinus taeda L., que apresenta uma baixa exigéncia nutricional e pode
crescer em solos que apresentem pH dentro de uma faixa de 4,5 a 6,0 (ABRAO et al., 2015).
Porém, ha falta de estudos que demonstrem a eficiéncia e os impactos que esse tipo de residuo
pode causar no solo e na composic¢ao da fauna edafica.

A composi¢do da fauna edafica pode indicar possiveis efeitos da aplicacdo do lodo de
papel reciclado no solo. Pois, os organismos da fauna do solo sdo capazes de dar respostas
rapidas a mudancas na qualidade do solo, caracteristicas que ndo sdo observadas nos
indicadores fisico-quimicos (VASCONCELLOS et al., 2013; GEREMIA et al., 2016). A
comunidade da fauna do solo, pode ser utilizada, como bioindicadora baseada na sua atividade,
que sao de diferentes grupos taxondmicos (i.e., minhocas, insetos, miriapodes e aracnideos),
estao espalhados por diferentes teias troficas e respondem a mudangas na disponibilidade de
recurso, € também a impactos e disturbios ambientais, no tempo ou no espaco (BARETTA et
al., 2010; BARTZ et al., 2014).

A fauna do solo pode ser dividida em 3 grandes grupos distintos: micro-, meso- €
macrofauna. A microfauna ¢ composta por invertebrados microscopicos do solo (i.e., rotiferos,
nematoides e tardigrados) que apresentam tamanho corporal inferior a 0,02 mm e estdo
relacionados a processos de micropredagdo, ciclagem de nutrientes e decomposicao da matéria
organica (SOUZA; FREITAS, 2018). Esses organismos possuem um ciclo de vida curto e
alimentam-se de outros animais, raizes de plantas ¢ microrganismos (LAVELLE et al., 1997;

BROWN et al., 2015). Ja4 a mesofauna, compreende invertebrados (i.e., acaros, colémbolos,
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diplura, enquitreideos e sinfilos) com tamanho corporal variando entre 0,2 € 2 mm e que sdo
responsaveis pelos processos de transformacao da serapilheira, decomposicdo da matéria
organica e ciclagem de nutrientes (BROWN et al., 2015; QIN et al., 2017). Por ultimo, a
macrofauna, invertebrados do solo com tamanho corporal superior a 2 mm (i.e., minhocas,
formigas, cupins e besouros) que sdo responsaveis pelos processos de bioturbacao,
movimentagdo e incorporacdo da matéria organica do solo, herbivoria e criagdo de ninhos
dentro e sobre o perfil do solo. A macrofauna neste cenario acaba influenciando o solo quanto
a suas propriedades fisicas (i.e., estrutura e porosidade do solo), e também na dinamica da
matéria organica, regulagdo de processos ecologicos do solo e dos servigos ecossistémicos
(LAVELLE et al., 2006; BOTTINELLI et al., 2015; BROWN et al., 2015).

A fauna do solo pode ser classificada também, quanto aos grupos funcionais (SOUZA;
FREITAS, 2018). Esses grupos funcionais sdo definidos por fatores morfologicos, fisiologicos,
caracteristicas comportamentais e/ou bioquimicas (SETALA et al., 1998). Dentre estes grupos
funcionais Souza e Freitas (2018) destacam os decompositores (i.e., organismos do solo que
produzem enzimas capazes de decompor substratos organicos complexos), os engenheiros de
ecossistema (i.e., que influenciam nas propriedades fisicas do solo através da bioturbagdo e
construcao de ninhos no perfil do solo), os herbivoros (i.e., que consomem e digerem o material
vegetal vivo influenciando no processo de formagdo e deposi¢do da serapilheira), os
transformadores de serapilheira (i.e., responsaveis pela fragmentagdo fisica “trituragdo” da
serapilheira depositada na superficie do solo), os reguladores/microreguladores (i.e., capazes
de regular ciclos bioquimicos, por meio da herbivoria, predacdo e controle biologico), os
patdgenos (i.e., capazes de introduzir doengas em outros organismos), os predadores (i.e.,
responsaveis pela regulacdo do tamanho das populagdes de outros organismos do solo), os
produtores primarios (i.e., organismos que assimilam CO> da atmosfera) e os transformadores
procarioticos (i.e., que sdo organismos capazes de interferir nos ciclos do carbono, nitrogénio,
fosforo e enxofre).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo do lodo de papel
reciclado em plantios de Pinus taeda L., sobre a composi¢do e atividade alimentar da
comunidade da fauna do solo. Para tanto, foi realizado duas abordagens nas areas que receberam
aplicacdo do lodo em tempos diferentes: 1) Coleta, extracao e identificagao de individuos da
fauna edafica de armadilhas do tipo “pitfall” durante as estacdes da primavera e outono; € ii)
Determinagdo da atividade alimentar da fauna do solo com a utilizagdo de lamina-isca (“Bait-

laminas™) instaladas diretamente nas areas com aplica¢ao do lodo e em uma area controle.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CARACTERIZACAO DAS AREAS DE ESTUDO

O estudo foi realizado em trés areas de plantio de P. faeda, com plantios de
aproximadamente 18 anos, topografia semelhante entre si e que ja passaram por trés desbastes
sistematicos. A areas estdo situadas na localidade Marombas Bossardi, interior do municipio de
Curitibanos, SC. O clima da regido segundo K&ppen-Geiger ¢ temperado (Cfb), mesotérmico
umido e com verao ameno, apresentando temperatura média anual entre 16 e 17°C. O solo da
regido ¢ um Nitossolo Haplico Eutrofico, segundo o mapa de solos da Embrapa (SANTOS et
al., 2011).

A area de estudo foi dividida em trés areas distintas: dreas controle (sem a aplicagdo do
residuo), area com curto prazo de aplicacao (recebeu o residuo entre o final de 2017 e inicio de
2018 - portanto, menos de um ano quando iniciaram as avaliagdes); e drea com longo prazo de
aplica¢do (recebeu aplicagdo do residuo em 2016 - portanto, dois anos antes do inicio das
avaliacdes). As aplicagdes ocorreram de forma bianual variando de 20 a 60 t/ha, a depender do
fluxo de residuo produzido. Ao iniciarmos este projeto com a empresa, tomamos conhecimento
destes trés ambientes de experimentacdo da propria empresa, cujo delineamento, doses e
aplicagdo foram realizados antes da participa¢ao da UFSC.

Para as avaliagdes, foram realizadas duas coletas a campo: 1) entre 19 setembro e 29 de
outubro de 2018, correspondente a estacdo da primavera; e ii) entre 26 de marco e 06 de maio
de 2019, correspondente ao periodo do outono. Os dados de precipitagdo (mm) e temperatura
do ar (°C) para o municipio de Curitibanos, durante as avaliagdes foram adquiridos na base de

dados do Instituto Nacional de Meteorologia - INMET (Figura 1).
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Figura 1 - Dados de precipitagdo (mm) e temperatura do ar (°C) para o municipio de
Curitibanos, SC, durante o periodo de realizagao do experimento.

Fonte: INMET (2019)
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O residuo em questdo trata-se do mesmo utilizado para execucdo dos ensaios do

Capitulo 1, deste trabalho. Realizou-se para o residuo uma andlise fisico-quimica completa

(Tabela 1), a fim de caracteriza-lo quanto suas caracteristicas quimicas. As analises foram

realizadas em um laboratorio contratado.

Tabela 1 - Caracterizagao fisico-quimica do lodo de papel reciclado.

Determinagdes Base seca (65°C) Base umida

pH (CaCl, 0,01M) - 8,2
Densidade (g/cm?) - 0,50
Umidade 60 — 65°C (%) - 51,46
Umidade 110°C (%) - 2,07
Umidade Total (%) - 53,53
COT (%) 40,17 19,50

Residuo Mineral Total (%) 18,83 9,14
Residuo Mineral Insoluvel (%) 6,22 3,02



N (%)

P disponivel (%)
K20 (%)
CaO (%)
MgO (%)

S (%)

Relagdo C/N
Cu (mg/kg)
Mn (mg/kg)
Zn (mg/kg)

Fe (g/kg)
B (mg/kg)
Na (mg/kg)
Ba (mg/kg)
Pb (mg/kg)
Co (mg/kg)
Cr (mg/kg)
Ni (mg/kg)

0,68
0,12
0,19
4,02
0,21
0,14

880
115,88
8,68
6,23
43,3
13,8

0,33
0,06
0,09
1,95
0,10
0,07
59
31
82
53
5,71
12
427

Fonte: Autor (2019)

2.3 CARACTERIZACAO QUIMICA DAS AREAS EM ESTUDO
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Para as trés areas, onde foram realizados os ensaios de campo, realizou-se uma analise

quimica de solo. As amostras de solo foram coletadas em uma profundidade de 0-20 cm, em

trés pontos de cada parcela de 100 m? as amostras foram agrupadas e fez-se uma amostra

composta para cada uma das areas. Os atributos quimicos analisados e suas determinagdes estdo

descritos na Tabela 2. Essas analises foram realizadas por um laboratério contratado.

Tabela 2 - Dados da analise quimica dos solos da area controle e das areas com curto (ocorreu

entre 2017 e 2018) e longo prazo (desde 2016) de aplicagdo do residuo.

Determinacdes Controle Curto prazo Longo prazo
pH - H,O (1:1) 5,9 6,4 6,6
pH (indice SMP) 5,7 6,0 6,1
K cmol//dm? 0,15 0,16 0,17
Ca cmol//dm? 3,98 5,18 6,05
Mg cmol//dm?3 4,49 3,43 3,89
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Al cmol//dm? 0,15 0,00 0,00
H+Al cmol//dm? 6,20 4,40 3,90
CTCefetiva cmol/dm? 8,77 8,77 10,11
Saturacdo por aluminio % 1,71 0,00 0,00
Saturagdo de bases % 58,19 66,60 72,19
C.0.% 1,74 2,03 2,26

Argila % 75 64 62

P mg/dm’ 6,5 7,7 7,5
CTC pH 7,0 cmol//dm? 14,82 13,17 14,01

Cu mg/dm?3 7,5 3,3 32

Zn mg/dm’ 1,3 1.5 1,0

Fe mg/dm’? 50,5 32,1 33,9

Mn mg/dm? 53 0,7 0,2

C.O. — carbono organico; H+Al — acidez potencial; CTC — capacidade de troca cationica; P, Cu, Zn, e Fe
extraidos por Mehlich™!.

Fonte: Autor (2019)

2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E AVALIACOES DE CAMPO

Para a realizagdo das amostragens, foi utilizado o método de parcelas a campo. Em cada
uma das areas foram delineadas trés parcelas de 10 m X 10 m, sendo estabelecida uma distancia
de 20 m entre elas e 20 m da borda. Em cada parcela foram instaladas 3 armadilhas do tipo
“pitfall’; 4 conjuntos com 8 “bait-laminas” e foram retiradas 3 amostras de solo para a analise

quimica. A amostragem seguiu o esquema apresentado no apéndice K.

2.5 METODOS DE AMOSTRAGEM E IDENTIFICACAO DE ORGANISMOS EDAFICOS

2.5.1 Armadilhas “Pitfall”

As armadilhas de queda ou “Pitfall” consistiram em copos plasticos de 500 mL,
instalados com a abertura ao mesmo nivel do solo, com o objetivo de capturar os organismos

ativos na superficie do solo (AQUINO, 2001). Em cada armadilha, foram adicionados 200 mL
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de 4lcool 50% para conservar os organismos, além de uma gota de detergente para quebrar a
tensao superficial e evitar a fuga desses organismos (Apéndice L). As armadilhas
permaneceram em campo durante 7 dias. Apds este periodo, os organismos coletados foram
levados para laboratorio, transferidos para uma solucao de alcool 70%, e, posteriormente, foram
separados em Ordens com o auxilio de um estereomicroscopio e bibliografias de apoio, como

as de Rafael et al (2012) e Orgiazzi et al. (2016).

2.5.2 Avalia¢ao da atividade alimentar da fauna do solo

A atividade alimentar da fauna do solo foi mensurada pelo método “bait-lamina”,
padronizado pela ISO 18311 (ISO, 2016). Os “bait-lamina” ou laminas-isca sdo tiras de
plastico PVC, com tamanho de 120 mm x 6 mm x 1 mm. Na parte inferior de cada tira sdo
perfuradas 16 aberturas, onde a isca ¢ adicionada. Neste estudo, utilizou-se como isca uma
mistura de celulose (70%), farinha de trigo (25%) e carvao ativado (5%). A mistura foi
umedecida até formar uma pasta, com a qual foram preenchidos os orificios dos baits até que
todas as aberturas estivessem completas.

Para a instalacdo das laminas-isca, o excesso de vegetacdo, como gramineas ou aciculas
depositadas no solo, foram removidos, afim de facilitar o processo de insercao vertical das tiras
no solo, deixando a primeira abertura logo abaixo da superficie (Apéndice M). Apos 40 dias de
exposicdo, as laminas foram cuidadosamente removidas e avaliadas visualmente ainda no
campo, registrando-se em quais aberturas as iscas foram consumidas. A isca foi considerada

consumida quando a0 menos um ter¢o da abertura encontrava-se vazia.

2.6 ANALISE DOS DADOS

Todas as andlises estatisticas foram executadas usando o programa R (R Core Team,
2019). Para avaliar as diferencas entre a comunidade da fauna edafica nas diferentes areas,
foram calculados os seguintes indices ecologicos: riqueza, indices de diversidade de Shannon-
Weaver (H’) e dominancia de Simpson (C). Para tanto, foram utilizados os comandos

“specnumber”, “diversity — index=shannon” e “diversity — index=simpson” do pacote “vegan”,
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respectivamente. Os dados da abundancia de individuos da fauna edéfica, os indices ecologicos
e a atividade alimentar foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk (“shapiro-test”) para
verificar a normalidade na distribuicdo dos dados. Para avaliar se houve diferencas
significativas na comunidade da fauna edafica entre as areas de estudo e as épocas das
avaliacdes, foi utilizada a andlise de variancia do tipo “two-way” (“aov”), enquanto que para a
analise dos dados da atividade alimentar, utilizou-se uma analise de variancia do tipo “one-
way” (“aov’”).

A comparagdo das médias do numero de individuos de cada Orden/grupo, entre as areas
de estudo para cada uma das estagdes, assim como, para os indices calculados foi realizada
através do teste de Tukey (“TukeyHSD”), enquanto que as médias da atividade alimentar foram
comparadas através do teste de Dunnett (“D-test”). Para verificar se houve diferengas entre as
épocas de avaliagdo para cada Orden/grupo, foi aplicado o teste-t (“leveneTest” e “t.test”). Foi
elaborada uma andlise de componentes principais (“pca”) e um escalonamento
multidimensional ndo-métrico (“metaMDS”) para esquematizar a relagdo existente entre a
comunidade de fauna edéfica, as propriedades quimicas do solo e as épocas de avaliagdo.

O Indice de Qualidade Bioldgica do Solo foi determinado utilizando a abordagem de
PCA-LSF-SQIlw, descrita por Mishra et al (2017), que consiste na aplicagdo de um algoritmo
na matriz geral de dados para a sele¢do de um sub-banco de dados minimo representativo. Entao
para a criacdo do IQBS, foi construido um sub-banco de dados gerado a partir de varidveis
biologicas do solo (Ordens/grupos mais representativos) e dos indices ecologicos de cada uma

das areas nas duas estagdes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 COMPOSICAO DA COMUNIDADE DA FAUNA DO SOLO

No total, foram coletadas 25 Ordens da fauna edafica. Deste total, foram identificadas 9
Ordens correspondentes a individuos da mesofauna (i.e., Acari, Archaeognatha, Collembola,
Diptera, Isoptera, larva de Diptera, Siphonaptera, Trichoptera e Thysanoptera) e 16 Ordens
correspondentes a individuos da macrofauna (i.e., Grupo dos Insecta — Blattodea, Coleoptera,

Dermaptera, Hemiptera, Hymenoptera, larva de Lepidoptera, larva de Coleoptera, Lepidoptera,
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Mantodea e Orthoptera; Grupo dos vermes — Gastropoda e Haplotaxida; e Grupo dos Arachnida
— Araneae; Grupo dos Myriapoda - Geophilomorpha, Scolopendromorpha e Spirobolida)
(Tabela 3).

Foram observadas diferencas significativas entre a abundancia de individuos da fauna
edafica para as areas de estudo (ANOVA “one-way”, p<0,05) e para a sazonalidade (teste t,
p<0,05). Observou-se efeito negativo da aplicacdo do residuo na abundancia de individuos da
fauna edafica das Ordens Acari, Araneae, Collembola, Blattodea, Coleoptera, Dermaptera,
Hemiptera, Hymenoptera, Orthoptera e Spirobolida (Tabela 3). Com relacdo a sazonalidade,
foram observadas diferencas significativas (p<0,05) na abundancia das Ordens Araneae,

Collembola, Hemiptera, Orthoptera e Thysanoptera entre os periodos de Outono e Primavera

(Tabela 3).

Tabela 3 - Abundancia (média = desvio padrao) de Ordens de macro- e mesofauna edéafica,
coletadas por armadilhas pitfall na area de estudo, em duas estacoes do ano (Primavera de
2018 e Outono de 2019).

Outono Primavera )
Out x Pri
Ordens/grupos Curto Longo Curto Longo
Controle Controle (teste t)
prazo prazo prazo prazo
Mesofauna
24,6 13,1 17,6 12,2 8,9 10,7
Acari 0,09NS
+02a +0,1¢c +0,1b +0,1a +0,1b +0,1 a
0,2
Archaeognatha - - - - - 0,21N8
+0,1a
1263,2 + 478,9 1173,4 86,2 163,0 = 186,3 £
Collembola 0,03*
6,9 a +20c +129b +03b 0,4 a 0,6 a
) 21,6 18,7 45,9 15,6 21,4 13,4
Diptera 0,15N8
+0,1b +0,1b +0,5a +0,1b +0,1a +0,1b
0,3 0,7
Isopoda - - - - 0,16N8
+0,1b +0,1a
0,4
Larva Diptera - - - - - 0,21N8
+0,1a
) 0,3
Siphonaptera - - - - - 0,21N8
+0,1a
2,4 2,4 2,7 1,1 0,8 0,7
Thysanoptera 0,01*
+0,1a +0,1a +0,1a +09a +0,1a +0,6a
0,1+
Trichoptera - - - - - 0,21N8
0,3a

Macrofauna — Insecta
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8,9 2,8 1,8 7,0 52 5,2
Blattodea 0,78NS
+0,1a +0,1b +0,1b +0,1a +0,1b +0,1b
9,9 23,6 12,7 23,3 15,8 15,2
Coleoptera 0,308
+0lc +02a £0,1b £0la +0,1b  +01b
0,4 0,1 0,1 2,0 1,2 0,1
Dermaptera 0,12N8
+0,7a +0,3b +0,3b +0,1a +0,1b +0,3¢
10,8 5,2 12 2,6 2,7 1,8
Hemiptera 0,03*
+0,1a +0,1b +0,1c¢ +0,1a +0,1a +0,1b
14,7 16,1 13,1 24,9 20,8 10,8
Hymenoptera 0,21N8
+0,1a +0,1a +0,1a +0,1a +0,1b +0,1c¢c
0,8 0,1 0,5 1,1 0,3
Larva Coleoptera - 0,16N8
+1,0a +0,3b +0,8b +19a +0,5b
0,1 0,3 0,1 0,2 0,4 0,2
Larva Lepdoptera 0,17N8
+0,3a +0,5a +0,3a +0,6a +0,3a +0,4a
0,3 0,6
Lepdoptera - - - - 0,16N
+03a +0,1a
0,1 0,1
Mantodea - - - - 0,50NS
+03a +03a
5,3 4,6 1,8 0,8 0,3 1,0
Orthoptera 0,04*
+0,1a +0,3b +0,1c¢c +0,8a +0,7b +1,7a
Macrofauna — vermes
0,1
Gastropoda - - - - - 0,21N8
+0,3a
0,7 1,6 0,1 0,5
Haplotaxida - - 0,188
+09Db +0,2a +0,3b +0,8a
Macrofauna — Arachnida
4,7 3,1 43 8,2 13,4 12,4
Araneae 0,01*
+0,2a +0,1b +0,3a +0,3b +0,3a +0,5a
Macrofauna — Myriapoda
0,1
Geophilomorpha - - - - - 0,21N8
+0,3a
0,1
Scolopendromorpha - - - - - 0,21N8
+0,3a
0,1 0,1 0,1 0,8 0,4 0,3
Spirobolida 0,06NS
+0,3a +0,3a +0,3a +0,9a +0,5b +0,7b

Letras mintsculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade; Teste t (p<0,05) para a comparacdo das ordens em relag@o as estagdes do ano avaliadas. NS = ndo

houve diferenga significativa segundo o Teste t (p<0,05); * = diferenga significativa segundo o Teste t (p<0,05).

Fonte: Autor (2019)
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A aplicacdo do residuo apresentou relacdo negativa com a abundancia de algumas
Ordens, tais como Acari, Araneae, Collembola e Dermaptera, os quais pertencem ao grupo
funcional de predadores que sdo controladores ou reguladores bioldgicos do solo, papel
importante no controle de pragas (MACHADO et al.,, 2015; BROWN et al., 2015). A
sazonalidade foi determinante para a abundancia de alguns organismos no solo, como os das
Ordens Araneae, Collembola, Hemiptera, Orthoptera e Thysanoptera. Alguns autores indicam
que o fator umidade do solo define a presenga ou nao de determinados grupos da macro e
mesofauna (PENA-PENA; IRMLER, 2016; ZAGATTO; NIVA; THOMAZINI, 2017). Porém,
a temperatura também ¢é um fator determinante para alguns grupos da fauna do solo (GARCIA-
PALACIOS et al., 2013; COYLE et a., 2017).

Também observou-se uma relacdo negativa entre a aplicacao do residuo com alguns
engenheiros de ecossistema, como ¢ o caso das Ordens Blattodea e Hymenoptera, esses
organismos sdo fundamentais no solo, pois atuam no controle da dindmica da estrutura do solo,
realizam forrageamento e escavagdes (BLOUIN et al., 2013; BOTTINELLI et al., 2015;
BROWN et al., 2015). No caso de insetos sociais como as formigas, criam estruturas € ninhos
que acabam influenciando amplamente o ambiente fisico em que vivem e, consequentemente,
a dindmica da estrutura do solo e a correspondente regulacao das fungdes ecoldgicas do solo e
dos servigos ecossistémicos (WIEZIK et al., 2015; SABATTINI et al., 2017).

A aplicagdo do residuo ainda apresentou um efeito negativo sobre as ordens Hemiptera
e Orthoptera, pertencentes ao grupo funcional dos herbivoros. Embora alguns herbivoros sejam
considerados pragas, eles desempenham fung¢des cruciais no solo, como a mineralizacdo de
carbono e nitrogénio, crescimento de plantas e decomposicdo da matéria organica
(VANDEGEHUCHTE et al., 2015; KOS et al., 2014). Portanto, a diminui¢ao desse grupo pode
afetar o desempenho de todos esses processos fundamentais para uma boa qualidade do solo.
Além disso, a aplicacao do residuo também teve influéncia negativa sobre os transformadores
de serapilheira das ordens Coleoptera e Spirobolida, os quais sdo responsaveis por fragmentar
os detritos de plantas de forma a torna-los mais acessiveis aos microrganismos, contribuindo
assim para a ciclagem de nutrientes no solo (BROWN et al., 2015; MATOS; BARRETO-
GARCIA; SCORIZA, 2019).
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3.2 INDICES ECOLOGICOS E QUALIDADE BIOLOGICA DO SOLO

Os Indices de Shannon-Weaver e Simpson, apresentaram diferenga estatisticamente
significativa entre as estagdes analisadas, segundo o teste t (p<0,05). Para o Outono, a partir do
teste de Tukey (p<0,05) ndo observou-se diferenca estatistica significativa para nenhum dos
indices entre as trés areas. Ja para a Primavera houve diferenca entre as areas para o Indice de
Shannon e de Simpson, onde os maiores valores foram observados para ambos na area controle,
seguida das areas de curto e longo prazo de aplica¢ao do residuo. Ja para a riqueza, ndo foram

observadas diferencgas entre os tratamentos e entre as épocas de amostragem (Tabela 4).

Tabela 4 - Indice de diversidade de Shannon-Weaver, Simpson e Riqueza para as Ordens de
macro e mesofauna edaficas, coletadas nos diferentes tratamentos e para cada as estagdes do
ano (Primavera e Outono) avaliadas.

Outono Primavera
. Out x Prim
Indices Curto Longo Curto Longo
Controle Controle (teste t)
prazo prazo prazo prazo
Shannon 0,47 0,79 0,68 + 1,64 1,33 1,11 0.01%
H) +0,14 a +0,24 a 0,45 a +0,20 a +0,13 b +0,16 ¢ ’
) 0,16 0,31 0,29 + 0,71 0,57 0,47
Simpson 0,01%*
+0,05 a +0,11 a 0,22 a +0,08 a +0,07 b +0,07 ¢
11,44 10,89 10,11 11,11 10,78 10,00
Riqueza 0,19M8

+1,13a +0,78 a +1,69 a +0,78 a +1,39a +1,80 a

NS = ndo houve diferenca significativa segundo o Teste t (p<0,05); * = diferenca significativa segundo o Teste t
(p<0,05); Letras minusculas ao lado dos valores representam diferencga significativa segundo o Teste de Tukey
(p<0,05).

Fonte: Autor (2019)

Os valores dos indices de Shannon e de Simpson para todas as areas foram maiores na
Primavera em compara¢ao com o Outono. Schiavon et al. (2015), estudando a fauna do solo
nas quatro estacoes do ano, também observou maior diversidade no periodo da Primavera
quando comparados com o Outono. Ou seja, a temperatura e a umidade exercem efeito direto

sobre a fauna do solo (OLIVEIRA FILHO et al., 2018; TAN et al., 2013).
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3.3 ATIVIDADE ALIMENTAR DA FAUNA DO SOLO

Os resultados das laminas-isca indicaram que houve uma maior atividade alimentar da
fauna do solo nas parcelas com o tratamento que receberam o residuo a curto prazo. Porém,
somente no periodo da Primavera observou-se diferencgas significativas entre o tratamento de
longo prazo de aplicacao e o controle (p<0,05), indicando atividade reduzida nas parcelas que

receberam a aplicacao hé mais tempo (Figura 2).

Figura 2 - Porcentagem de consumo das laminas-iscas para as areas controle, curto e longo
prazo de aplicacao do residuo nos periodos da primavera de 2018 e outono de 2019. (*)
diferenca significativa segundo o teste de Dunnett (p<0,05).
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Fonte: Autor (2019)

Silva et al. (2016), citam que a diferenca observada entre diferentes areas pode estar
relacionada a abundancia e diversidade dos organismos da fauna edafica. De acordo com os
dados da Tabela 4, na coleta do outono foi encontrada a maior diversidade de organismos na
area com curto prazo de aplicagdo do residuo, seguida pela area de longo prazo e do controle,
o qual apresentou os menores valores de H’, sendo que essa tendéncia também foi observada
para a atividade alimentar da fauna (Figura 2). No entanto, para a primavera ndo observou-se
essa mesma tendéncia, pois a area controle que apresentou a maior diversidade (Tabela 4) nao
foi a que apresentou a maior porcentagem de consumo das iscas, porém a area de longo prazo
foi a que apresentou o menor H’ e o menor consumo das iscas. Portanto os resultados
observados corroboram com o descrito por Silva e colaboradores (2016).

Observa-se que a area com curto prazo de aplicacdo foi a que apresentou as maiores
porcentagens de consumo das iscas nos dois periodos de avaliacdo, enquanto o controle
apresentou o menor consumo entre as areas no Outono. André¢ et al. (2009), assim como Klimek

et al. (2015), citam que no ensaio de lamina-iscas caracteristicas do solo podem mascarar os
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efeitos de determinados contaminantes sobre a atividade alimentar dos organismos, mas
também citam que ha influéncia de fatores ambientais como temperatura ¢ umidade do solo.
Observa-se na Figura 1 que a temperatura média nao foi muito diferente entre os periodos de
avaliacdo, no entanto a precipita¢do foi maior na primavera do que no periodo do outono, porém
essa diferenca de temperatura e umidade possivelmente ndo ocorram entre as areas de estudo,
j& que as mesmas estdo localizadas proximas umas das outras. Entdo pode-se dizer que o residuo
exerceu um impacto sobre a fauna do solo, principalmente depois de um longo periodo de sua
aplica¢do, pois a area com longo prazo de aplicagdo foi a que apresentou o menor consumo das

iscas para ambos os periodos de avaliagdo, e o pior H’ na primavera.

3.4 ANALISE MULTIVARIADA

A partir da analise multivariada de escalonamento multidimensional nao-métrico, pode-
se observar que as areas onde foi aplicado o residuo apresentaram dissimilaridade em relacao
ao controle quando considerados os atributos quimicos do solo € a composi¢do da comunidade
da fauna edéfica (Figura 3A). Ja com relacdo a sazonalidade, observou-se durante a Primavera
maior riqueza, abundancia, diversidade e fertilidade do solo em comparagdo ao Outono (Figura

3B).
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Figura 3 - Escalonamento multidimensional ndo-métrico baseado nos dados de diversidade de
Ordens/grupos e caracteristicas fisico-quimicas do solo para as areas de estudo (A) e dos
periodos de coleta (B). Gerado a partir do programa R (R Core Team, 2019).
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Fonte: Autor (2019)

Na Analise de Componentes Principais (PCA), observou-se dissimilaridade entre os
periodos de Primavera e o Outono. No controle durante a Primavera, foram observadas alta
correlacdo (p < 0.01) com Blattodea, Hymenoptera, Dermaptera, H’ e C. J4 no Outono, a area
controle apresentou alta correlagao (p < 0.01) com Orthoptera e larva de Diptera. Para as areas
com uso do lodo de papel reciclado, observou-se alta correlacdo (p < 0.01) de Araneae na
Primavera e Isopoda no Outono. Também pode-se observar os seguintes comportamentos: 1)
relagdo negativa entre riqueza e a aplicagdo do residuo; ii) relagdo negativa entre Dermaptera e
Isopoda; iii) relagdes positivas entre Blattodae, Hymenoptera e Dermaptera; e iv) relagdo

negativa entre Araneae e Orthoptera (Figura 4).
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Figura 4 - Andlise de componentes principais (PCA) para as dreas em estudo e para os
periodos de coleta.
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A PCA corroborou o que ja havia sido encontrado para os indices de diversidade e no
ensaio com as laminas-isca, pois as areas com aplicagdo do residuo apresentaram menores
valores de diversidade e baixa correlacdo com os grupos observados. Ou seja, a aplicagdao do
residuo parece exercer um efeito negativo sobre a fauna edafica.

A alta relacdo entre a aplicacdo do residuo e a Ordem Isopoda no periodo do Outono,
pode estar ligada diretamente ao fato desta ordem apresentar a caracteristica que sobreviver em
areas poluidas com residuo industriais (QUADROS, 2010). Os isépodos sao considerados
potenciais bioindicadores da qualidade do solo, pois sdo relativamente numerosos e faceis de
coletar e identificar, mas principalmente pela sua capacidade de avaliar metais potencialmente
toxicos no solo e na serapilheira, sobreviver em éareas contaminadas e por acumularem altas
quantidades de metais potencialmente toxicos (AGODI et al., 2015; PORRES et al, 2018;
GHEMARI et al, 2019). Observa-se que na area com curto prazo de aplicacdo do residuo os
isopodos ndo foram encontrados, possivelmente estes apresentem fuga do local apds uma
recente aplicacdo, onde o residuo encontra-se ainda em alta quantidade, ou pouco decomposto,
muitos estudos mostram o comportamento de esquiva de isopodos quando expostos a solos com
altas concentragdes de cadmio, cobre, prata, sulfato de cobre e acido borico (LOUREIRO et
al., 2005; ZIDAR; BOSIC; LTRUS, 2005; TOURINHO et al., 2015; NIEMEYER et al. 2018)
isso evidencia a capacidade destes organismos em determinar a qualidade do solo em que s@o
expostos (MAZZEI et al., 2013 e 2014; JELASSI et al., 2019). No entanto nas dreas com um
maior tempo da aplicacdo estes organismos aparecem, ou seja com o passar do tempo de

aplicacdo os organismos conseguem colonizar estas areas novamente, isso se explica pela alta
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capacidade dos isopodos em acumular niveis altos de metais sem causar a extingdo da
populagdo nestes locais contaminados (VIJVER et al., 2006; VAN GESTEL; LOUREIRO;
ZIDAR, 2018; GHEMARI et al.,, 2019). Nas areas estudadas, esses organismos sao
interessantes, pois podem auxiliar a decomposi¢ao do residuo.

A alta correlagdo (p < 0.01) do grupo Araneae com o residuo na Primavera pode ser
prejudicial a outros grupos de organismos, pois as aranhas sdo consideradas predadores
generalistas de um grande nimero de organismos; porém, ao mesmo tempo a presenga desses
organismos faz-se importante pelo fato de ser considerado como bio-controlador de algumas
pragas (CHATTERIJEE; ISAIA; VENTURINO, 2009; SOMMAGGIO; PERETTI; BURGIO,
2018). Além do mais as aranhas, como predadoras, ajudam a manter um equilibrio entre
organismos consumidores e presas, de forma que alteram o comportamento e a selecdo dos
habitats das presas (ROYAUTE; BUDDLE, 2012; MICHALKO; PEKAR; ENTLING, 2018).
Alguns autores como Stenchly et al. (2017) e Nogueira et al. (2017), citam que a alta umidade
do solo e a épocas chuvosas favorecem a presenga do grupo Araneae.

Muitos trabalhos relatam que a adubagao organica, como a realizada com dejetos de
suinos e aves, aumentam significativamente a presenca de organismos da fauna edafica se forem
realizadas em determinadas doses ¢ com determinadas frequéncias (SILVA et al., 2014;
ALVES etal., 2018; GEREMIA et al., 2018). Esse mesmo comportamento poderia ser esperado
para a aplicagdo do residuo nas areas de pinus, uma vez que se adiciona um recurso organico
no sistema. Porém, essa hipotese ndo foi corroborada, pois a riqueza de organismos apresentou
uma relacdo negativa com a aplicacao do residuo. O que pode estar relacionado a algumas
caracteristicas quimicas do mesmo, como a presenga de metais ou de sddio na sua composi¢ao
(Tabela 1). Ainda, o residuo quando seco, forma uma crosta que pode prejudicar a infiltragao
de agua no solo, o que foi observado nos estudos de laboratorio (ver Cap. 1). Portanto, tanto a
composi¢dao quimica quanto as proprias caracteristicas fisicas do residuo poderiam influenciar
na comunidade de fauna edéfica.

A relagdo negativa entre Dermaptera e Isopoda pode estar associada a caracteristica
predatoria dos dermépteros, que sdo utilizados como controle bioldgico de muitas pragas, pois
se alimentam de diferentes fases de desenvolvimento dos insetos (STECCA et al., 2014;
CASARIL et al., 2019). A ordem Dermaptera pode estar controlando a populacdo de
organismos da ordem Isopoda. Os individuos das ordens Hymenoptera e Blattodea sdo
considerados engenheiros de ecossistemas que fazem a modificagdo das caracteristicas fisicas

e quimicas do solo, assim como criam micro-habitat no solo que servem para outros organismos

(LEAL; WHIRTH; TABARELLI, 2014; STEPHAN et al., 2015; ALMEIDA et al., 2016;
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OLIVEIRA et al., 2018). J4 os dermépteros sdo considerados predadores (FOUNTAIN;
HARRIS, 2015), talvez a alta relagdo entre esses grupos se da pelas diferentes fungdes no solo,
onde uns ndo influenciam nas atividades dos outros. E a relagdo negativa entre Araneae e
Orthoptera pode estar associada ao fato de as aranhas serem predadora que podem estar

controlando os Orthopteros que sdo herbivoros (LIU et al., 2014).
3.5 INDICE DE QUALIDADE BIOLOGICA DO SOLO - IQBS

Percebe-se a partir da figura 5, que o IQBS para as dreas em estudo seguiu uma
tendéncia de diminui¢ao conforme houve o aumento do tempo em que foi realizada a aplicagao
do lodo de papel reciclado (curto e longo prazo). Nota-se ainda que a area onde nunca foi

aplicado o lodo (controle) apresentou o maior IQBS.

Figura 5 - Indice de qualidade biologica do solo para cada 4rea de estudo.
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Fonte: Autor (2019)

O IQBS ¢ baseado em um conceito de solos com maior qualidade (MISHRA et al.,
2017), ou seja, baseia-se na presenca de organismos edaficos em um determinado local e a sua
capacidade de se adaptar as condi¢des daquele solo (ASPETTI et al., 2010; GAGNARLI et al.,
2015; MENTA et al., 2018). Observa-se a partir do IQBS, que as areas que receberam a
aplicacgdo do lodo de papel reciclado de industria de papelao conforme maior o tempo em essas
areas ficam expostas ao lodo menor ¢ a qualidade do solo e menor também ¢ a capacidade desse
solo de servir com habitat para organismos da fauna do solo. O indice corrobora o que foi

observado nos indices de diversidade, na atividade alimentar da fauna do solo € na PCA.
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4 CONCLUSAO

A comunidade da fauna edafica, especialmente as Ordens Acari, Araneae, Collembola,
Blattodea, Coleoptera, Dermaptera, Hemiptera, Hymenoptera, Orthoptera e Spirobolida,
indicaram que a aplicacdo do residuo pode impactar negativamente a qualidade do solo nas
doses estudadas, e que tais efeitos apareceram mais evidentes na area onde o residuo foi
aplicado ha mais tempo (2 anos).

Por isso, indica-se que haja estudos sobre alternativas de tratamento do lodo de papel
reciclado, uma vez que estes efeitos observados foram obtidos a partir de uma aplica¢do do
residuo fresco, sem nenhum tratamento. E que somente depois de novos estudos laboratoriais e

em campo se avalie a possibilidade de aplicacdao do residuo em areas agricola e florestais.
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CONSIDERACOES FINAIS

As avaliacdes de laboratorio e de campo indicaram que a aplicagdo do lodo de papel
reciclado em solo pode exercer efeito negativo para a fauna edafica e para plantas, podendo
afetar o crescimento populacional e eliminar espécies ou grupos mais sensiveis.

Portanto, ¢ indicado que sejam realizados mais estudos com o lodo de papel reciclado,
a fim de se determinar um tratamento adequado para o mesmo. E que posteriormente ao
tratamento sejam realizados novos ensaios de ecotoxicidade e ensaios de campo, antes do
emprego do residuo para fins agricolas ou florestais. Essas medidas fazem-se necessarias pelo
fato do residuo na sua forma fresca, sem nenhum tratamento, ter apresentado resultados
negativos tanto em laboratério quanto em campo, e ainda pelo fato do mesmo apresentar alguns
elementos quimicos na sua composi¢do, que podem acumular-se no solo e torna-lo inviavel

para o cultivo de algumas espécies.
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APENDICES

APENDICE A - Espécies de colémbolos utilizados nos ensaios ecotoxicoldgicos; (A) P.
minuta ¢ (B) F. candida

Fonte: Autor (2019)

APENDICE B - Cultivos de enquitreideos da espécie e. crypticus em Solo Artificial Tropical

Fonte: Fontoura (2019)
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Fonte: Autor (2019)

APENDICE E - Individuo adulto de Bracatinga — M. scabrella (A); sementes da espécie M.
scabrela (B).

Fonte: M.ayrine Silva (2018)

APENDICE F - Ensaio de fuga com colémbolos da espécie F. candida. (A) Separagdo do
recipiente-teste e adicdo dos solos-controle e teste em cada um dos lados do recipiente; (B)
Ao final de 48 h remogao de um dos solos para outro recipiente; (C) Adicao de dgua e gostas
de tinta de carimbo em cada um dos solos para contagem do numero de organismos de cada
um dos lados.

Fonte: Autor (2019)
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APENDICE G - Ensaio de reprodugio com F. candida e P. minuta. (A) Pesagem dos solos-
teste nos recipientes; (B) Contagem e adi¢ao dos organismos-teste; (C) Manutengao da
umidade do ensaio; (D) Leitura do ensaio.

L PO OO

Fonte: Autor (2019)

APENDICE H - Método de coloragdo com Rosa de Bengala, para contagem do ensaio de
reproducao de enquitreideos. (A) Adi¢ao do corante aos recipientes; (B) Todas as repeti¢des
coradas; e (C) Leitura do ensaio.
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Fonte: Autor (2019) e Mayrine Silva (2019)
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APENDICE I - Montagem e leitura do ensaio de germinagio e crescimento de raiz de
alface (L. sativa). (A) Adicao do elutriato nas placas de Petri; (B) Adicao de 10 sementes de
alface em cada uma das placas; (C) Contagem das sementes germinadas; (D) Medigao do

comprimento de raiz de cada uma das plantulas.

Fonte: Autor (O 19)

APENDICE J - Montagem do ensaio com a bracatinga (M. scrabela) e disposigdo do mesmo
em casa de vegetacdo. (A) pesagem do substrato no tubete, (B) inser¢ao das sementes em cada
tubete, (C) plantas na casa de vegetacdo, (D) plantula apods alguns dias de ensaio, e (E) leitura
do ensaio.
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Fonte: Autor (2019)
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APENDICE K - Desenho amostral da distribui¢io dos métodos de amostragem aplicados em

campo.
Controle Curto prazo Longo prazo

. . Parcela 1 * Distincia da bordade 20m

* Dustincia entre parcelas de 20 m

| —

mEE [
Parcela 3

* * *

O

g
0O O
O Armadithas “pizfail” -
Conjunto de 8 hait-laminas

J  Amostra de solo para analise

Fonte: Autor (2019)

APENDICE L - Detalhamento da armadilha “Pitfall” nas parcelas experimentais (A);
conjunto cobertura + armadilha “Pitfall” (B

Armadilha “Pitfall™

Fonte: Autor (2019)

APENDICE M - Distribui¢do de um conjunto de laminas-isca (A); Detalhamento das duas
fileiras espagadas 15 cm e das quatro iscas espagadas 8 cm distribuidas nas parcelas
experimentais (B).
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