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RESUMO

REBOLHO, Ariane Sommer. Efeito de fertilizante organico a base de extrato
pirolenhoso em testes de toxidade aguda e crdnica sobre Folsomia candida.
2021. 53f. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagao em Engenharia Florestal) —
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2021.

A ecotoxicologia é definida como uma ciéncia que estuda as acdes de substancias
sobre os organismos vivos. Ela € fundamental na definicdo de doses nao letais de
contaminantes, principalmente quando se trata de compostos organicos que Sao
aplicados ao solo e 4gua. Dentro desse contexto, 0 presente trabalho teve por objetivo
avaliar através de ensaio ecotoxicolégico com Folsomia candida, a toxicidade aguda
e cronica de diferentes doses do fertilizante organico a base de extrato pirolenhoso. A
metodologia adotada é de Oliveira Filho et al. (2018), que seguiu 0s principios as
normativa ISO — International Organization for Standardization para Collembola. Os
dados foram avaliados através da analise de variancia (ANOVA One-way) seguida
pelo teste de médias de Dunnett (p <0,05). O extrato pirolenhoso utilizado comercial
foi o Biopirol® ,produzido pela empresa Biocarbo Ind. Com. Ltda. O teste avaliou duas
variaveis durante 28 dias sobre Folsomia candida: toxidade aguda (sobrevivéncia) e
toxicidade cronica (reproducéo). O delineamento foi casualizado, com 8 tratamentos
nas concentracdes de 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 3 %, em 6 repeticdes. Para toxicidade
aguda, houve diferenca estatistica nos tratamentos D0,2 (dose 0,2 ml, concentracao
0,1%) e D4 (dose 4 ml, concentracao 2%), ndo sendo possivel calcular a dose letal
que diminuiu 50% da populacéo do teste (LC50). J& para o teste de toxidade crénica,
a partir da primeira dose testada houve diferenca significativa, a dose que reduz 50%
da capacidade reprodutiva dos colémbolos foi EC50=25,15 ml. Os resultados
encontrados indicam que as doses de extrato pirolenhoso sdo capazes de afetar a
reproducdo e sobrevivéncia de Folsomia candida, sendo esse trabalho um
embasamento para novas pesquisas envolvendo estudos ecotoxicolégicos e Biopirol®

como fertilizante de solo.

Palavras-Chaves: Solo, Colémbolos, Bioindicadores de qualidade do solo,
Ecotoxicologia.



ABSTRACT

REBOLHO, Ariane Sommer. Effect of organic fertilizer based on pyroligneous
extract in acute and chronic toxicity tests on Folsomia candida. 2021. 53f. Course
Conclusion Paper - Federal Technological University of Parana. Dois Vizinhos, 2021.

Ecotoxicology is defined as a science that studies how substances act on living
organisms. It is essential in defining non-lethal doses of contaminants, especially when
it comes to compounds that are identified in soil and water. Within this context, the
present study aimed to evaluate, through ecotoxicological assay with Folsomia
candida, an acute and chronic toxicity of different doses of organic fertilizer based on
pyroligneous extract. The methodology adopted is by Oliveira Filho et al. (2018), which
followed the principles as normative ISO - International Organization for
Standardization for Collembola. Data were obtained through analysis of variance (One-
way ANOVA) followed by Dunnett's test of means (p <0.05). The priolenous layer used
commercially is Biopirol®, produced by the company Biocarbo Ind. Com. Ltda. The
test evaluated two variables for 28 days on Folsomia candida: acute toxicity (appear)
and chronic toxicity (reproduction). The design was randomized, with 8 treatments in
the recommendations of 0; 0.05; 0.1; 0.2; 0.5; 1; two; 3%, in 6 repetitions. For acute
toxicity, there was a statistical difference in the treatments D0.2 (dose 0.2 ml,
concentration 0.1%) and D4 (dose 4 ml, concentration 2%), it is not possible to
calculate the lethal dose that decreased 50% of the population do the test (LC50). As
for the chronic toxicity test, from the first dose tested it showed a difference, the dose
that reduces 50% of the reproductive capacity of the collemboli was EC50 = 25.15 ml.
The results found indicate that the doses of pyroligneous extract are capable of
affecting the reproduction and occurrences of Folsomia candida, and this work is a
basis for further research involving ecotoxicological studies and Biopirol® as a soil

fertilizer.

Key words: Soil, Springtails, Bioindicators of soil quality, Ecotoxicology.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Concentragfes e doses utilizadas em laboratorio de extrato pirolenhoso
Biopirol® para contaminagdo de Substrato teSte €.........cccueevveerieerie e 29

Tabela 2 — Relag&o quantitativa de colémbolos F. candida adultos (A) e juvenis (J) ao
final dos ensaios ecotoxicoldgico utilizando doses de extrato pirolenhoso. .............. 32

Tabela 4 - Parametros ecotoxicoldgicos calculados com base em teste de reproducéo
com colémbolos F. candida, expostos a concentracdes crescentes de Biopirol® em
SOl0 artificial troPICAI (SAT). .uuuii e 33

Tabela 3 — Valores de pH inicial aferidos no solo contaminado no inicio do teste (dia
1), e valores de pH aferido ao final do teste (dia 28), de cada tratamento testado. ..34



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Sequéncia para preparo de meio de cultura para multiplicagéo de Folsomia
(072 1 0o [ o - F PR 25

Figura 2 — Preparagéo de substrato para o Solo Artificial Tropical (SAT) a ser utilizado
no teste ecotoxicologico utilizando o fertilizante organico a base de extrato pirolenhoso
= 10 1 (o ] SRR 27

Figura 3 — Unidades experimentais acondicionadas na B.O.D. para manter o ambiente
nas condic¢des favoraveis a criacdo dos colémbolos durante os 28 dias de teste.....30

Figura 4 - Numero médio de individuos adultos sobreviventes de F. candida, apés 28
dias de exposicdo ao contaminante Biopirol® em concentracdes crescentes em Solo
ArtIfiCial TrOPICAI (SAT) .uuuuiiii e e et e e e e e e e e e e e e e eeeeaennes 33

Figura 5 - NUmero médio de juvenis de F. candida, apos 28 dias de exposicdo ao
contaminante Biopirol® em concentracdes crescentes em Solo Artificial Tropical



LISTA DE ABREVIATURAS

ABNT — Associacgéo Brasileira de Normas Técnicas

B.O.D - Biochemical Oxygen Demand.

CRA — Capacidade de Retencdo de Agua

Ctrl — Controle. Amostra livre de contaminantes

EC50 — Concentracao estimada para reduzir a taxa de reproducéo no final do teste
em 50%

ISO — International Organization for Standardization (Organizacéo Internacional de
Normalizacao)

LC50 — Concentrgéo letal que reduz 50% da populacéo

LOEC - Menor concentracao com efeitos observaveis;

MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

NBR — Norma da Associacéo Brasileira de Normas Técnicas

NOEC - Concentracdo sem efeitos observaveis

OECD - Organization for Economic Co-operation and Development (Organizagéo
para

Cooperacédo e Desenvolvimento Econdmico)

CRA — Capacidade de retencao de agua

SAT — Solo Artificial Tropical

Software — Programa

UDESC - Universidade do Estado de Santa Catarina



SUMARIO

1. INTRODUGAOD. ..o eeeeeeeee ettt eae e anas 12
2. OBUIETIVOS .ottt e et e e e e e e aaees 14
2.1, ODBJetiVo geral ... 14
2.2. ODjetivoS €SPECITICOS ..euiiiiiiiiiiiiiei e 14
3. REVISAO DE LITERATURA .....coiiiiiie ettt 15
L. SOI0 e 15
3.2. FertilizanteS OrgaNICOS .....ccoiiiiiiiiiiie e 16
3.2.1. EXtrato pirol€NN0S0........ccovuiiiiiiei e 18
ICTRC TN =loTo ) (0 )14 odo ] Lo To | F- USSR 20
3.4. Collembola como indicador em testes ecotoxicol0giCcosS....................... 22
4. METODOLOGIA ...t e et e e e e e e e e eaaa e eaeees 24
4.1. Criag&o do Organismos — teste: Folsomia candida........ccccccvvvvvvveennnnnnn. 24
4.1.1. Preparo do meio de cultura para CriaGao ............ceeveeeeeeieeieeieiiiiiiieeiieeeeeeeeeen 24
4.2. Manutencao das matrizes no [aboratOorio.........cccueeeeeeiieiiiiiiiiiiiiieeees 26
4.3. Sincronizagcao dos colémbolos paratestes.......ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeneenn. 26

4.4. Preparo do solo artificial tropical (SAT) para o teste ecotoxicoldgico..27

4.4.1. Mensuracdo do pH do SAT em KCl........cooiiiiiiiiiiiii e, 28
4.4.2. Mensuracdo e correcdo da Capacidade de Retencéo de Agua ............ 28
4.5. Tratamentos avaliadosS .......couueiiiiiieeiiieiiicr e 28
4.6. Teste de toxidade aguda e toxidade CroniCa ........ccuvvviiieeeeereeeeiiiiineeeeeenn, 30
4.7. Validag8o dO TESTE.....cceiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 31
4.8. ANAliSe eStatiStiCa . .ccuvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 31
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......ciiiiiieeeeeeeeeeee e ee e ee e, 32
o0 I o D q Yo F= o [T Vo 11 Lo - PSP 32
S22 o D q oA o F-To [0 of ] o |- W 37
B.  CONCLUSAD.....coiiiieeciitit ettt 39

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....cooiiiiieeeeeeeeeeeeee e 40



12

1. INTRODUCAO

O solo representa uma das grandes riquezas da humanidade, pois é a base
para a producdo da maioria dos alimentos consumidos no mundo (RENNER et al.,
2017). O consumo alimenticio aumenta de acordo com o0 acréscimo populacional,
tornando a busca por fertilizantes sustentaveis e novas tecnologias uma grande
estratégia para a valorizacdo de alimentos provindos da agricultura (ZHANG et al.,
2015). Uma proposta € o uso de fertilizantes organicos, oriundos de animais, plantas
e adubos verdes, 0s quais melhoram as caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas
do solo, além de auxiliarem no sequestro de carbono (LI et al., 2011; LIANG et al.,
2012; BUSARI et al., 2016; DI et al., 2020).

Com intuito de minimizar a emissdo de gases atmosféricos, oriundos da
carbonizacdo da madeira, o uso do extrato pirolenhoso, subproduto da condensacéo
desses gases volateis, vem demonstrando resultados promissores como fertilizante,
e regulador de crescimento vegetal, auxiliando ainda no controle de pragas e
nematoides (SILVEIRA, 2010; FARIAS et al., 2020). Entretanto no Brasil, devido a
caréncia de estudos cientificos, sua eficiéncia como fertilizante ainda € limitada,
tornando necessaria a obtencdo de informacdes que delimitem doses adequadas do
extrato pirolenhoso para as culturas.

O Brasil é considerado o maior produtor mundial de carvdo (IBA, 2020), e
consequentemente o maior produtor do subproduto extrato pirolenhoso, o qual ao ser
descartado erroneamente, pode ser uma ameaca potencial a biodiversidade e a
ecologia dos organismos que habitam o solo (CHELINHO et al., 2013). A
biodiversidade edafica € responséavel pelo bom funcionamento do sistema-solo,
formacdo e decomposicdo de matéria organica, biorremediacdo de solos
contaminados, 0 que ampara sua incorporacdo como bioindicador nas avaliacbes
referentes a qualidade do solo (MENDES et al., 2015).

Através de ensaios ecotoxicologicos € possivel delimitar doses aceitaveis de
uma substancia especifica quando aplicada ao solo, por meio do estudo dos efeitos
toxicos de doses especificas de tal substancia quando aplicadas a biota do solo
(CESAR, 2013). Apesar da crescente demanda de testes ecotoxicoldgicos para
determinacao de presenca de metais e poluentes de aguas contaminadas, o uso de
ensaios que avaliem contaminacdo do solo ainda € pouco investigado, elevando a

ecotoxicologia terrestre a um patamar de grande importancia para fornecimento de
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informacBes mais realistas e precisas das concentracdes de substancias-teste
potencialmente toxicas a biota do solo, e que consequentemente irdo contaminar o
solo (SISINNO et al., 2019).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Através de teste ecotoxicoldgico, determinar a toxidade aguda e cronica de
diferentes doses do fertilizante organico a base de extrato pirolenhoso, atendendo os
critérios da ISO para validagéo do teste.

2.2. Objetivos especificos

o Determinar a toxidade de diferentes doses do fertilizante orgéanico a base de
extrato pirolenhoso em teste ecotoxicologico, avaliando os parametros de
toxidade aguda e crbnica sobre Folsomia candida utilizando solo artificial

tropical.

o Avaliar o uso do produto Biopirol® como fertilizante de solo frente as respostas

geradas pelos organismos utilizados nos ensaios ecotoxicologicos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Solo

O solo é um sistema aberto e dindmico, que se desenvolve e evolui
continuamente através de transformacfes. Sua formacdo se da pela interacdo de
diversos fatores como o material de origem, o relevo, os organismos que nele vivem
e a vegetacdo que o recobre ao longo do tempo (SANTOS et al., 2018). O solo como
um sistema integrado pode sofrer alteragdes de sua estrutura (SOUZA et al., 2014),
através da degradacdo ou perturbacdo de seus atributos fisico-quimicos, tanto por
atividade antropica quanto natural, sendo as técnicas mais destacadas o
desmatamento, as queimadas e o preparo do solo, exposicdo do solo aos fatores
climaticos, os quais aumentam a degradacao (SILVA et al., 2015).

Esse sistema complexo chamado solo constitui a base para desenvolvimento e
nutricdo de diversas plantas, sendo importante verificar sua fertilidade, para que esse
forneca as necessidades béasicas exigidas com o intuito de que as plantas expressem
todo seu potencial, alcancando a maxima produtividade. A fertilidade do solo averigua
a capacidade em que o sistema solo consegue suprir 0s nutrientes necessarios ao
bom desenvolvimento vegetal (MUNIZ et al., 2018).

Sua qualidade pode ser definida como a capacidade que o solo possui de
funcionar em conjunto ao ecossistema, sustentando a diversidade biologica e
mantendo a sanidade e qualidade do ambiente, animais (BARETTA et al., 2010), e é
dependente de fatores externos, os quais ndo podem ser quantificados (ROUSSEAU
et al., 2013), sua afericdo se d& através de indicadores da qualidade do solo e estes
séo geralmente divididos em fisicos, quimicos e biologicos (FREITAS et al., 2012).

O uso de bioindicadores para a avaliacéo de alteracdo do solo é uma maneira
eficiente e eficaz de delimitar o estado atual em que o solo se encontra (ANDREA,
2010). Os indicadores de gualidade fisica do solo sdo os principais fatores que irdo
salientar a necessidade da adesao de novos sistemas que recuperem a estrutura do
solo, e que elevem assim os teores de matéria organica apOs degradacdo
(STEFANOSKI et al., 2013). Bem como as caracteristicas quimicas do solo, as quais
sdo modificadas através da retirada da cobertura vegetal, sendo necessaria a

reposicao desses nutrientes por fertilizantes (FREITAS et al., 2017), os quais devem


https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-06832015000200608&script=sci_arttext#B25
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estar em equilibrio com o solo para que a as plantas desenvolvam-se
satisfatoriamente, absorvendo as quantidades suficientes e em proporcdes
balanceadas desses compostos, gerando assim uma alta produgéao e maior potencial
genético (RONQUIM, 2010).

3.2. Fertilizantes organicos

Adubos organicos podem aumentar o teor de matéria organica no solo,
aumentando a fertilidade e melhorando suas propriedades fisico-quimicas (YANG et
al., 2017). A incorporacdo de compostos organicos ao solo, torna mais eficiente a
absorcao de fosforo e nitrogénio pelas plantas (CESTONARO et al., 2014).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) publicou a
Instrucdo Normativa N° 61, dia 08 de julho de 2020, que tem como um de seus
objetivos estabelecer procedimentos mais rapidos e eficientes, através das mudancas
tecnolégicas mais atuais, a qual teve alto impacto na busca por fontes mais
sustentaveis de fertilizacdo (BRASIL, 2020). Essas fontes de fertilizacdo alternativas
S0 menos agressivas ao meio ambiente e ao solo, pois elas sofrem um processo
natural de degradacdo através da compostagem por microorganismos, 0 que resulta
em matéria organica pura, a qual tem um alto valor agregado (TIECHER, 2016).

Mesmo que conste na Instrucdo Normativa do MAPA N° 46, de 06 de outubro
de 2011, regulamentada até hoje, que nao é permitido o uso de extrato pirolenhoso
em sistemas de cultivo organico, quando a atividade de onde o produto oriundo é
legalizado, o seu uso € recomendavel mediante a avaliacdo da auséncia de
contaminantes (BRASIL, 2011a).

As plantas sdo detentoras de 118 elementos quimicos naturais, porém ainda
existem 17 elementos essenciais que auxiliam em seu desenvolvimento e
crescimento, 0s quais devem ser acrescentados através da adubacéo, tanto mineral
guanto organica (REETZ, 2017). Os fertilizantes organicos sao subprodutos de
procedéncia vegetal ou animal, que aplicado ao solo, respeitando limites de aplicacéo,
podem servir como adubo para as culturas, destacando-se entre eles: vinhaga (DA
SILVA et al., 2014), torta de filtro (NOLLA et al., 2015), dejetos suinos (LOCATELLI et
al., 2019), material oriundo de biodigestores (OLIVEIRA et al., 2019), cama de aves
(BELLE et al., 2021), dejetos liquidos de bovinos (MATOS et al., 2017) manipueira
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(DE LIMA; VALENTE, 2017) e o extrato pirolenhoso (VEIGA; BRESOLIN, 2019).
Souza-Silva et al. (2015) utilizaram o extrato pirolenhoso como fertilizante foliar em
mudas clonais de hibrido de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla & campo,
seguindo as doses recomendadas pela Biocarbo Industria e Comércio Ltda., nas
diluicdes de 0,1%, 0,5%, 1,0% e 2,0%, e por fim, obtiveram maior altura, MSPA
(matéria seca da parte aérea), MSR (matéria seca do sistema radicular) e PCR
(reacdo da cadeia de polimerases) das mudas, quando sua aplicacdo de 100% de
cobertura das folhas.

Entretanto, os beneficios gerados pelo uso de fertilizantes organicos tanto na
agricultura quanto no setor florestal ndo demonstram resultados imediatos, pois
precisam passar pelo processo de mineralizagdo para serem absorvidos pelas plantas
(SILVA, 2016). Essa lenta liberacdo de nutrientes € um ponto positivo, jA que o0s
adubos minerais possuem uma liberacao mais rapida de nutrientes no solo, reduzindo
assim a sua disponibilidade para as plantas ao longo do tempo (MUMBACH, 2016).
Dessa forma, o uso de fertilizantes organicos pode elevar e manter o teor de matéria
organica no solo em longo prazo, melhorando as condig¢des fisicas do solo.

Contudo, o uso de subprodutos vegetais e agroindustriais como fertilizantes,
esbarra, muitas vezes, na sua composicao variavel, a qual pode conter elementos-
traco (ETs) (VAN LEEUWEN et al., 2015), dos quais, alguns séo considerados téxicos
as plantas em qualquer concentracéo, podendo ocasionar ainda a contaminacao do
solo e da 4gua, bem como danos diretos as plantas (ALLOWAY, 1993). Se aplicados
com frequéncia no solo, podem ocasionar o acumulo de elementos potencialmente
téxicos como cobre (Cu), zinco (Zn), cromo (Cr) e chumbo (Pb), tanto no perfil do solo
como nas células dos vegetais (PEREZ-GIMENO et al., 2016), afetando ainda a
dindmica bioldgica do solo, a qual pode ser demonstrada através de andlises de fauna
do solo e do seu componente microbiano (SILVA, 2016).

Neste cenario, é evidente seu potencial uso, desde que bem manejados e
analisados quanto a sua composicao, buscando respeitar a capacidade de suporte do
solo e de exportacdo das culturas associadas, caracterizando-se como uma fonte
promissora de nutrientes a baixo custo (CRUZ et al., 2017), considerando que, em
geral estes residuos sdo ricos em macro e micronutrientes, melhorando o
funcionamento, estrutura e fertilidade do solo (RONQUIM, 2010).

Balerini et al. (2018) estudaram a adubag&o organica com biofertilizantes

liquidos, compostos organicos (os quais nao foram especificados) e cobertura verde,
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durante quatro anos de aplicacdo no solo, concluindo que altas doses desses
fertilizantes podem ocasionar o incremento de metais considerados elementos-traco,
principalmente na camada superficial de 0-10 cm. Alguns elementos-trago ligam-se
aos teores de matéria organica presente no solo, 0 que comprova a extrema
importancia da aplicacdo de componentes organicos ao solo, tendo em vista que eles
diminuem a mobilidade desses elementos indesejados.

Ao estudarem, Alves et al. (2018), constataram que o comportamento da fauna
do solo em solo submetido a diferentes formas de adubacdo, que a adubacéo
organica, com dejetos de suinos, e a adubacdo organo-mineral favoreceram maior
abundancia e rigueza de organismos. Resultado semelhante é reportado por Silva et
al. (2014), os quais observaram que o0s usos de dejetos de suinos em doses limitadas
aumentaram a abundéancia da fauna.

Outros autores como Migliavacca et al. (2019), estudaram a qualidade do solo
apos o uso de cama de aves como fertilizante, relatando seu potencial como fonte de
fésforo, potassio, enxofre, cobre e zinco no solo. No entanto, destacam que a dose
utilizada varia de acordo com a cultura e o tipo de solo, buscando evitar o acimulo de

nutrientes e, por consequéncia, a contaminacao do solo e da agua.

3.2.1. Extrato pirolenhoso

A aplicacao racional e sustentavel de fertilizantes traz a tona o possivel uso de
fertilizantes a base de extrato pirolenhoso, o qual pode auxiliar na minimizacao do
impacto ambiental causado pela liberagdo dos gases na atmosfera, bem como auxilia
na reciclagem de residuos oriundos da madeira e gera alternativas de emprego para
a populacdo (TOGORO, 2012). Tendo em vista que 0 extrato pirolenhoso é um
composto muito acido, devido sua composi¢ao ser em grande parte o acido acético e
outros &cidos carboxilicos (BATISTA, 2013), é fato que ele influencia na
movimentacao e adsorcéo de nutrientes no perfil do solo (TOGORO, 2012).

O processo que leva ao extrato pirolenhoso final inicia através da madeira, a
gual é composta principalmente de carbono, oxigénio, agua, hidrogénio, nitrogénio e
sais, que formam a biomassa vegetal (KLOCK; ANDRADE, 2013). Essa biomassa
passa pelo processo de pirdlise, a qual através da auséncia de um agente oxidante,
como 0 oxigénio, torna possivel a degradacao térmica de qualquer material organico.

O processo de pirolise lenta ou carbonizagéo, é destinado a produgéo de carvao e



19

seus subprodutos, ja que levam em consideracao variaveis como temperatura, taxa
de aquecimento e o tempo (VIEIRA et al., 2011).

A madeira ao passar pelo processo de carbonizacdo, como subprodutos sao
gerados o carvao vegetal e gases nao condensaveis, bem como o liquido pirolenhoso
e o alcatrdo vegetal (MEDEIROS, 2018). Como os liquidos condensaveis gerados
durante a carbonizacdo sdo compostos por extrato pirolenhoso, 6leos vegetais e 0
alcatrdo, esse composto precisa passar pelo processo de decantagédo e destilacao,
para que o extrato pirolenhoso, que é sollvel em agua possa ser separado do alcatrdo
e dos 6leos vegetais (WU et al., 2015).

Muitos estudos enfatizam o uso do extrato pirolenhoso como nematicida,
herbicida, germinante e fungicida, entretanto, ainda é notavel a escassez de estudos
que fomentem sua utilizacdo como fertilizante de solo, tendo em vista que seu
potencial no controle de pragas e doencas € muito mais explorado.

Estudos como o de Lopes et al. (2020) obtiveram éxito ao utilizar o extrato
pirolenhoso como nematicida de Neoechinorhynchus buttnerae (acanthocephala),
endoparasita do tambaqui. Outros autores como Zeferino et al. (2018) testaram seu
uso como coadjuvante a herbicidas no controle de sementes de plantas daninhas,
concluindo que tanto em conjunto como solo o extrato pirolenhoso funciona como
herbicida pré-emergente, inibindo 100% das sementes em altas dosagens. Esse
resultado citado anteriormente foi semelhante ao encontrado por Lourenco (2019),
gue avaliou a germinacédo e desenvolvimento de sementes de Brachiaria britzantha
cv. Piatd em diferentes concentracdes de extrato pirolenhoso, o qual obteve sucesso
na germinacao das sementes sob o0 uso do extrato.

Varias espécies arbdéreas podem ser utilizadas na producdo do extrato
pirolenhoso. Como por exemplo, o extrato pirolenhoso produzido a partir da
carbonizacdo de Mimosa tenuiflora e de Eucalyptus urograndis que apresenta alta
inibicdo de bactérias e fungos, demonstrando assim grande potencial como produtor
de agentes antibacterianos e antifingicos naturais (ARAUJO, 2018). O extrato
pirolenhoso em geral, possui alto potencial antifingico e antibacteriano, quando
comparado com antifiingicos e antibactericidas comerciais, evidenciando assim maior
taxa de inibicdo na reproducéo desses organismos (VIEIRA, 2019).

O extrato pirolenhoso quando aplicado ao solo acarreta melhorias nas
propriedades fisicas, quimicas e biologicas, bem como estimula a germinacéo e a
gualidade das plantas (SCHNITZER et al., 2010). Schnitzer et al. (2015), avaliando o
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efeito de diferentes doses de extrato pirolenhoso no cultivo de orquideas, constatou
que seu uso como fertilizante de solo aumentou a producdo de pseudobulbos,
diretamente proporcional a dose aplicada a cada tratamento. Os pseudobulbos sdo as
partes da planta que garantem a sustentagéo das folhas e flores, consequentemente
com o seu aumento, o numero de flores também aumentou, podendo assim ter
potencial no incremento de nutrientes.

Veiga e Bresolin (2020) tiveram como objetivo em seu estudo avaliar a
utilizacdo de extrato pirolenhoso Bioquim® nas doses 0%, 1%, 2%, 4% e 6% em
mudas de alface, concluindo que a partir da dose 4% ocorreu um efeito de
fitotocixidade do extrato. Porém, concluiram que em geral, os efeitos do produto sob
as plantas foram variaveis, e salientaram a grande importancia de mais estudos sobre

seu uso como fertilizante.

3.3. Ecotoxicologia

A fauna edéfica € altamente sensivel as técnicas de manejo aplicadas sobre o
solo, e por isso, 0s organismos que compde esse grande grupo podem ser utilizados
como indicador de qualidade do solo (BARETTA etal., 2011; CICHELERO etal., 2019)
através de testes Ecotoxicoldgico.

No ano de 1969, o toxicologista francés René Truhaut propds pela primeira vez
0 conceito do termo ecotoxicologia, definindo-a como a ciéncia, que objetiva estudar
os efeitos de substancias sobre organismos vivos (TRUHAUT, 1997). Neste mesmo
viés, Brown et al. (2015) afirmam que a fauna é afetada pelo clima, e a sua interacéo
com o solo e a vegetacéo, o que salienta o estudo do elo entre a biodiversidade que
h& acima e abaixo do solo.

A ecotoxicologia surge como uma ciéncia associada a estudos de
contaminacdo de solo ou agua, e através da aplicacdo de testes ecotoxicoldgicos €
possivel avaliar a acdo das substancias toxicas no ambiente, ja que 0S organismos
s&do altamente sensiveis as mudancas ecossistémicas (MAGALHAES; FERRAO-
FILHO, 2008). Neste contexto, 0s ensaios ecotoxicolégicos devem ser padronizados
conforme normas ja estabelecidas, contribuindo para maior confiabilidade no

monitoramento e avaliagdo dos ambientes (OECD, 1984).
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Nos ensaios ecotoxicoldgicos, os organismos utilizados podem ser expostos a
testes agudos ou/e crbénicos. Os testes de exposicdo aguda consistem no contato
direto com o composto quimico, podendo ser um Unico contato ou multiplas vezes, e
o efeito é imediato. Por outro lado, nos testes de exposi¢cdo crénica, 0S organismos
entram em contato com baixas concentracdes do composto, liberado gradativamente
ao longo de um determinado tempo, e nesse caso, 0s efeitos sdo observados
lentamente (OLIVEIRA FILHO et al., 2018). Fatores como frequéncia de exposi¢ao,
suscetibilidade, metabolismo dos organismos, e as condi¢des de aclimatagédo podem
afetar diretamente os testes, de acordo com um dos primeiros estudos sobre
ecotoxicologia realizado por Rand e Petrocelli (1985), conceitos 0s quais permanecem
até hoje. Nos testes de ecotoxidade cronica, os efeitos observados sdo sub-letais,
permitindo assim a sobrevivéncia, contudo, afetam diretamente as func¢des biolégicas,
como reproducéo e crescimento (MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008).

O ensaio de sobrevivéncia faz parte dos testes agudos, tendo em vista que
analisa a resposta das concentracdes com toxidade extrema de uma substancia sob
0S organismos, servindo assim para determinar as concentragcdes de letalidade no
ensaio de reproducdo, o qual avalia o efeito de diferentes concentracbes de uma
substancia sobre o numero de juvenis gerados por individuos adultos (OLIVEIRA
FILHO et al.,, 2018). Os testes ecotoxicolégicos sdo realizados com organismos
padrbes, que devem ser representativos, sensiveis, de alta abundancia no ambiente
e de facil manipulacdo em laboratério (CARVALHO et al., 2009). No caso dos grupos
terrestres, os representantes sdo colémbolos, minhocas, enquitreideos, isépodas e
acaros (NIVA; BROWN, 2019).

No caso o teste de toxidade aguda, € possivel determinar concentracfes que
sdo letais a uma porcentagem especifica de individuos, como LC50, correspondente
a concentracao letal que matou 50% dos individuos. Ja no teste de toxidade crénica,
0 parametro avaliado é EC50, o qual determina a concentracdo estimada para reduzir
a taxa de reproducéao no final do teste em 50%. Para as duas toxidades € possivel
determinar valores de NOEC, que € a maior concentracao testada de uma substancia
de teste na qual nenhum efeito letal foi observado e LOEC, que corresponde a menor
concentracéo da substancia de teste que se observa ter um efeito significativo quando
comparada com o controle

Esses organismos sao considerados bioindicadores, os quais tendem a indicar

a incidéncia de perturbacdes naturais ou antropicas de um determinado ecossistema
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(HEGER et al.,, 2012). Os organismos respondem quando sdo submetidos a
estressores incomuns em seu habitat, os quais alteram sua estrutura populacional, e
dessa forma eles podem ser utilizados como bioindicadores da qualidade do solo
(CARVALHO, 2014).

3.4. Collembola como indicador em testes ecotoxicoldgicos

Os colémbolos fazem parte do grupo dos artropodes, apresentando pequena
dimensdo, com o corpo recoberto por cerdas, sensilas e trocobotrias com funcgéo
sensorial e escamas com funcao de protecdo (OLIVEIRA FILHO et al., 2018). Estes
organismos, foram classificados em trés categorias de acordo com Gisin (1943):
edéaficos (habitam as camadas abaixo da superficie do solo); hemiedaficos (habitam
as camadas superiores do solo e a serapilheira) e epiedaficos (habitam a superficie e
a vegetacao).

Estes organismos vém sendo amplamente utilizados como modelos de ensaios
ecotoxicoldgicos, tendo em vista sua alta sensibilidade (CARVALHO, 2014). Neste
contexto, a espécie Folsomia candida (Willem 1902) faz parte da ordem
Entomobryomorpha, e familia Isotomidae, amplamente distribuida em todo o mundo.
Atingem seu estégio adulto entre 21 a 24 dias ap0ds eclosao, reproduzindo-se através
da partenogénese, o que diminui em grande parte a variabilidade genética
(FOUNTAIN; HOPKIN, 2005). Os ovos sao produzidos e incubados e temperatura
ideal, de 21 °C, sendo gerados cerca de 30 a 50 ovos por individuo, os quais levam
de 7 a 12 dias para ecloséo (OLIVEIRA FILHO et al., 2018). Sua alimentag&o ocorre
através das hifas de fungos, e possui preferéncia por algumas espécies, por exemplo
as leveduras, presentes no fermento biol6gico (HOPKIN, 1997).

A espécie F. candida é recomendada para testes ecotoxicolégicos conforme
normativa ISO 11267 (ISO, 1999) e sdo considerados bioindicadores por sua
sensibilidade a contaminantes, bem como pela facilidade de amostragem e cultivo em
condicdes de laboratério. Estudos recentes mostram a sensibilidade desses
organismos a aplicacdo de fungicidas e inseticidas, que afetam a sobrevivéncia, a
reproducdo e a expressao génica, causando também efeitos de genotoxicidade e
citotoxicidade nas espécies (JEGEDE; OWOJORI; ROMBKE, 2017; SIMOES et al.,
2019; GUNDEL et al., 2019). Para teste que avaliam a toxicidade aguda, € possivel



23

obter uma resposta desses organismos em 14 dias. E para avaliagdes de toxicidade
cronica a resposta se da em 28 dias de exposi¢cdo dos organismos ao contaminante.

A aplicacdo de produtos no solo pode interferir sobre a abundancia das
populacbes da fauna, e 0s organismos mais sensiveis demonstram maiores
resultados em testes ecotoxicologicos (FIOREZE, 2018; MACCARI, 2018).

Fatores como o grupo de fauna edafica e o tipo de solo utilizado, ocasionam
variacdes nos resultados e os residuos avaliados podem apresentar toxidez diferente
no ambiente (TESTA, 2018). Outros estudos recentes confirmam também a eficiéncia
da ecotoxicologia para determinacdo da toxidade de compostos, como o trabalho de
Bernardino (2019), que avaliou através de testes ecotoxicolégicos a concentracéo de
pesticidas em solos do Cerrado, utilizando como organismos teste Eisenia andrei
(minhocas) e Folsomia candida (colémbolos).

Souza e Coneglian (2019) objetivaram em seu trabalho através de testes
ecotoxicolégicos com F. candida avaliar a toxicidade do residuo de hidrocarboneto
presente na borra oleosa residual da troca de 6leos de motores e de combustivel
presentes no solo. E como resultado detectaram que nas amostras de solo
contaminado com 06leo ndo houve toxidade significativa aos organismos, porém a
gasolina apresentou toxidade no teste de letalidade. Ja Cardoso e Da Silva Leal (2016)
avaliaram a toxidade da manipueira a partir de teste ecotoxicologicos de fuga, com o
uso de F. candida como organismo-teste, e concluiram que em geral a curto prazo

nao houve toxicidade aos organismos quando submetidos ao solo contaminado.
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4. METODOLOGIA

O trabalho foi realizado na Universidade Tecnolégica Federal do Parana
(UTFPR), utilizando a estrutura e dependéncias dos Laboratérios de Solos e de
Controle Biolégico. A metodologia descrita para o teste foi baseada em Oliveira Filho
et al. (2018), seguindo as normas da ISO - International Organization for
Standardization. O fertilizante organico Biopirol®, a base de extrato pirolenhoso,
utilizado como contaminante para os testes foi cedido gentilmente pela empresa

Biocarbo Ind. Com. Ltda.

4.1. Criagdo do Organismos — teste: Folsomia candida

As matrizes de Folsomia candida foram gentilmente cedidas pelo Laboratério
de Solos e Sustentabilidade, area especifica de Ecotoxicologia, da Universidade
Estadual do Oeste de Santa Catarina (UDESC), campus Chapeco, para dar inicio a
criacdo desse organismo teste no Laboratério de Controle Biologico UTFPR-DV, em
B.O.D. com condicBes controladas a sua sobrevivéncia. Tais condi¢cdes para
manutencdo e realizacdo dos testes com colémbolos € padronizado pela ISO 11267
(1999) e ABNT NBR ISO 11267 (2011), com temperatura controlada entre 20 °C+ 2

°C e fotoperiodo de 12h:12h, na relagéo claro/escuro.

4.1.1. Preparo do meio de cultura para criagao

O meio de cultura utilizado para a criacdo dos organismos teste foi composto
por carvao ativado e gesso, misturados com agua destilada. Conforme descrito pela
ISO 11267 (ISO, 1999) adaptadas pelo protocolo da Oliveira Filho et al. (2018), as
proporc¢des dos constituintes carvado/gesso foram de 1:11 para um volume de agua
destilada entre 60 a 100 mL para cada 100 gramas da mistura dos pds. O carvao
ativado foi utilizado puro, com pH em torno de 6 e 7, e 0 gesso de secagem lenta, com
pH em torno de 6,4, conforme ISO 17512 (ISO, 2008). O carvao e o gesso foram
adquiridos ja com esse pH.

Para preparo do meio, foram pesados o0 gesso e o carvdo ativado nas

proporcdes acima descritas, em balanca semi-analitica (Figura 1A). Em seguida,
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esses compostos foram misturados cuidadosamente adicionando agua destilada,
mexendo vagorosamente, até a mistura apresentar consisténcia pastosa e
homogénea (Figura 1B). Essa mistura foi acondicionada em recipientes plasticos
descartaveis, transparentes, com aproximadamente 400 mL de volume, formando
uma camada de meio de cultura com espessura entre 0,5 a 1 cm. Buscando remover
todo o ar do fundo do pote contendo o meio de cultura, estes foram levemente batidos
contra a bancada até a retirada de todo o ar (Figura 1C). Quando a mistura estava
quase seca, foram feitos dois sulcos na placa no meio com auxilio de uma espétula
de metal, para que a postura dos ovos ocorresse de forma concentrada nesse local
(Figura 1D).

e cultura para multiplicacdo de Folsomia candida.
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Figura 1 — Sequéncia para preparo de meio d

Legenda: A= Gesso e carvao ativado na propor¢éo de 1:11, no recipiente; B= Gesso e carvao ativado misturados
com agua destilada; C= Mistura pronta no recipiente; D= Mistura pronta e seca, na altura de 1 cm.
Fonte: O autor, 2019.



26

4.2. Manutencao das matrizes no laboratério

A manutencao das matrizes se da por meio de correcdo semanal de umidade
e alimentacado. Para cerca de 50 a 100 colémbolos foi adicionado 10 mg de fermento
bioldgico seco (adquirido no supermercado) por recipiente e por semana (ISO, 1999;
OECD, 2009), sempre analisando se ndo ha inibicdo do crescimento populacional dos
individuos devido ao aumento fangico através de proliferacdo das hifas, pois essa
situacdo pode ocasionar a morte dos individuos (OLIVEIRA FILHO et al., 2018).
Quando o meio de cultura da matriz estiver superlotado, deve-se sincroniza-la (troca

de meios de cultura como estimulador da ovoposicao).

4.3. Sincronizagdo dos colémbolos para testes

A sincronizacdo dos organismos teste consiste na troca de meio de cultura,
visando gerar um estresse repentino nos individuos, estimulando a ovoposicao,
criando populagdes homogéneas de 10 a 12 dias de vida.

Para isso, 0 meio de cultura foi preparado, conforme descrito no item 3.2. e
deixado secar por 2 dias dentro da B.O.D. para posterior transferéncia dos
colémbolos. Em cada frasco com meio foram transferidos cerca de 100 colémbolos
adultos mantidos em criacdo. ApGs a transferéncia para 0 novo meio, 0S organismos
continuaram sendo mantidos em ambiente controlado em B.O.D., disponibilizando
alimento fresco (fermento biolégico 2 mg) e saturando a umidade do meio,
semanalmente, através da adicdo de agua destilada com um conta-gotas. Os meios
de cultura em que ocorreu a sincroniza¢do passam a ser matrizes dessa espécie para
criacao.

Transcorridos 10 dias apos a transferéncia, verificou-se a existéncia de grande
guantidade de ovos a serem retirados. A transferéncia foi feita com o auxilio de uma
lupa, onde foi colocado o recipiente em que se encontravam oS ovos, e com um pincel
de ponta fina, umedecido em agua destilada, foram coletados os ovos e depositados
sob uma placa do préprio substrato do meio de cultura. Foi adicionada uma pequena
guantidade de comida fora da pedra em que eram depositados 0s ovos, para atrair 0s
juvenis, evitando o erro de sincronizacdo. Essa pedra foi colocada em um novo meio

de cultura, o qual foi umedecido, tampado e etiquetado. Foi marcado o dia de eclosao
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dos ovos, e apds 12 dias da eclosédo, foi possivel montar os testes, de acordo com
protocolos da ISO (ISO, 1999; ISO, 2008) e OECD (OECD, 2009).

4.4. Preparo do solo artificial tropical (SAT) para o teste ecotoxicolédgico

O SAT utilizado foi preparo em laboratério seguindo as indicacdes de Garcia
(2004), na qual ocorre a substituicdo da turfa, descrita inicialmente pela OECD (1984),
pela fibra de coco, mantendo a propor¢cédo de 10%. Porém, para os testes, tendo em
vista maior proximidade com os solos tropicais e as condicdes de campo (AMORIM et
al., 2005), foi adicionado apenas 5% de fibra de coco.

A receita utilizada foi a de Oliveira Filho (2018) adaptada da receita de Garcia
(2004) de 75 % de areia fina; 20% de caulin e 5 % de fibra de coco, conforme o peso
de substrato que se deseja, devendo ser preparada a quantidade total de solo
demandada para a realizacéo dos testes. Para a preparacao de 1,6 kg de SAT, a areia
foi lavada trés vezes com agua destilada, sendo em seguida, seca em estufa por 24
horas a 105°C. (OLIVEIRA FILHO et al., 2018). A fibra de coco foi seca em estufa por
48 horas a 60-65°C, logo que resfriada, foi tamisada em peneira de 2mm (Figura 2A).
A mistura foi composta de 1,2 kg de areia, 320 gramas de caulin e 80 gramas de fibra

de coco (Figuras 2B a 2C).

Figura 2 — Preparagcdo de substrato para o Solo Artificial Tropical (SAT) a ser utilizado no teste
ecotoxicologico utilizando o fertilizante organico a base de extrato pirolenhoso Biopirol® .
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Legenda: A= Moagem da fibra de coco; B= Pesagem da fibra de coco; C= Mistura de areia, caulin e fibra de coco.
Fonte: O autor, 2019.
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4.4.1. Mensuracao do pH do SAT em KCI

O pH ideal que 0 SAT deve estar € entre 5,5 e 6,5 para possibilitar as condi¢cdes
favoraveis para sobrevivéncia e reproducdo dos organismos de F. candida (ISO,
2001). Para afericdo do pH, foram colocadas 10 gramas de SAT em trés recipientes,
adicionando-se 50 mL de solucdo de cloreto de potassio (KCI 1 mol); agitando-se
manualmente em seguida por 5 minutos e deixado descansar por 2 horas.

Transcorrido o tempo, o pH de cada recipiente foi aferido através do peagametro.

4.4.2. Mensuracio e correcdo da Capacidade de Retencdo de Agua

A capacidade de retencdo de agua (CRA) descreve a quantidade maxima de
agua livre que um solo consegue reter. Para os testes, a determinacdo da CRA do
solo foi feita em laboratério, seguindo o protocolo da ISO 11465 (1993). ApGs a
determinacdo da CRA maxima, o valor correspondente foi corrigido para 40 a 60% da
CRA maxima, através de regra de trés simples, sendo essa mensuracao feita antes
de iniciar o teste.

A CRA maxima do SAT utilizado para estes ensaios foi de 48,28%, e CRA
corrigida para 60% foi de 28,97%. Como o produto testado nos ensaios era liquido, e
foi diluido em agua destilada, os célculos do volume de agua a ser colocado em cada
recipiente foram baseados na quantidade de agua adicionada para diluicdo das doses
de Biopirol®. Essa mensuracéao é realizada apenas antes da realizagdo dos testes.

4. 5. Tratamentos avaliados

As diluicdes do produto utilizadas foram de 0,1 ml; 0,2 ml; 0,4 ml; 1,0 ml; 2,0
ml, 4,0 ml e 6,0 ml, na propor¢éao de 0,05%; 0,1%, 0,2%, 0,5%, 1,0%; 2,0% e 3,0 %
em 100 ml de agua destilada, conforme Tabela 1.
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Tabela 1 — Concentracdes e doses utilizadas em laboratério de extrato pirolenhoso Biopirol® para
contaminacdo de substrato teste e

Concentracéo Quantidade de Dose da solucao
Biopirol® (%) agua a ser diluido (ml)
(ml)
0 0 0

0,05 100 0,10
0,10 100 0,20
0,20 100 0,40
0,50 100 1,00
1,00 100 2,00
2,00 100 4,00
3,00 100 6,00

Para aplicacéo dos tratamentos, foram pesadas 200 gramas de SAT para cada
tratamento, colocadas em saquinhos identificados, os quais foram contaminados com
as respectivas doses, e misturados por agitacdo do saco plastico até a mistura ficar
homogénea. Apoés, foram transferidas 30 gramas do SAT contaminado para cada
recipiente individual. Cada tratamento possui seis repeticdes, totalizando 48 unidades
experimentais. Contudo, para cada tratamento foi preparada uma réplica para afericdo
do pH final.

ApoOs a transferéncia do SAT contaminado para os recipientes individuais de
acordo com os respectivos tratamentos, foram coletados 10 colémbolos do meio de
cultura com o auxilio de uma pipeta entomoldgica e pré-transferidos a uma placa de
Petri adaptada com fundo preto, o qual facilita a visualizacdo dos individuos,
transferindo-os em seguida para os recipientes contendo o solo contaminado e solo
controle para teste de forma aleatéria, segundo um delineamento inteiramente
casualizado (DIC).

Apos a transferéncia dos colémbolos para o recipiente teste de acordo com o
escrito no item 4.6., estes foram alimentados com 2mg de fermento biologico, no 1°,
14° e 21° dia do ensaio, evitando excesso de alimento, o qual pode proliferar fungos.
A umidade foi ajustada semanalmente até a saturacgédo inicial, a partir da pesagem do
recipiente-teste, e quando necessario foi adicionado algumas gotas de agua destilada,
para que esse permanecesse com 0 mesmo peso Umido inicial. Durante a realizagao

dos testes, os frascos foram mantidos em B.O.D. em temperatura entre 20°C+ 2°C e
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fotoperiodo entre 12h:12h, na relacéo claro/escuro, controladas em laboratorio com
auxilio de uma B.O.D. (Figura 3).

Figura 3 — Unidades experimentais acondicionadas na B.O.D. para manter o ambiente nas condic¢des
favoraveis a criagdo dos colémbolos durante os 28 dias de teste.

Fonte: O autor, 2020.
4.6. Teste de toxidade aguda e toxidade crbnica

O teste de sobrevivéncia consiste em um ensaio do tipo agudo e é de grande
importancia para determinar as concentragdes a serem utilizadas no teste cronico de
reproducéo (OLIVEIRA FILHO et al., 2018). Nesse estudo, a contagem foi ao final dos
28 dias, avaliando no teste os parametros de toxicidade aguda e crénica em conjunto
(ABNT, 2011).

Aos 28 dias do teste, foi realizada a contagem dos individuos, do nimero de
juvenis gerados e do numero de colémbolos adultos que sobreviveram. O
procedimento consiste na adicdo de &gua ao recipiente contendo o tratamento,
mexendo o solo vagarosamente com auxilio de uma espétula. Este procedimento faz
com que os colémbolos vivos boiem na superficie. Logo em seguida, foram
adicionadas ao frasco algumas gotas de tinta azul carimbo para facilitar a visualizagao

dos organismos, procedendo-se o registro por fotografias. Foram feitas trés fotos por
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replica, sendo selecionada para a contagem apenas uma, a qual ficou mais nitida. A
imagem mais nitida de cada repeticéo foi avaliada no software Image J® (IMAGEJ, 2004).
Contabilizando inicialmente o nimero de adultos separadamente, e em seguida o

namero de juvenis. A contagem foi realizada trés vezes para cada réplica.

4.7. Validagéo do teste

Foram avaliados os critérios de validacdo conforme as normativas ISO 11267
(1SO, 1999) e ABNT NBR ISO 11267 (ABNT NBR ISO, 2011), onde a mortalidade dos
adultos deve ser inferior a 20%, o numero de juvenis superior a 100 individuos para

cada repeticdo e o coeficiente de variacdo deve ser inferior a 30%.

4.8. Andlise estatistica

Apés atenderem os critérios de validacdo dos protocolos os dados foram
submetidos a analise de normalidade e homogeneidade da variancia utilizando os
testes de Kolmogorov-Smirnov e Bartlett, respectivamente. Diferencas entre as doses
de extrato pirolenhoso e o tratamento controle foram avaliadas por meio da analise de
variancia (ANOVA One-way) seguida pelo teste de médias de Dunnett (p <0,05). Foi
estimada a LC50 (concentracao letal para 50% dos organismos) com uso do software
PriProbit 1.63 (SAKUMA, 1998). O valor de EC50 (dose correspondente a
concentracdo do composto para qual 50% do efeito é observado na reproducao) foi
estimado por meio de analise de regressao néo linear, utilizando o modelo mais
cabivel aos dados, utilizando o software Statistica 7 v7.0 (STATSOFT, 2004).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontrados indicam que todos os critérios definidos para
validacéo dos testes pela ISO 11267 (ISO, 1999; ABNT NBR ISO 11267, 2011) foram
atendidos, em que a mortalidade de adultos foi inferior a 20%, o0 nUmero de juvenis
superior a 100 individuos em cada repeticdo e o coeficiente de variacao foi inferior a
30%. O numero de individuos juvenis e adultos contabilizados ao final de 28 dias de

teste é representado na Tabela 2.

Tabela 2 — Relagéo quantitativa de colémbolos F. candida adultos (A) e juvenis (J) ao final dos ensaios
ecotoxicolégico utilizando doses de extrato pirolenhoso.

CTRL D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7

R1 A 10 10 5 7 6 10 7 6
J 1114 766 471 462 349 663 435 204

R2 A 10 10 7 9 8 8 8 7
J 722 726 428 561 466 437 464 257

R3 A 10 10 5 10 9 10 6 8
J 906 765 453 793 443 833 304 446
R4 A 9 8 5 5 9 8 6 8
J 811 530 481 456 458 526 318 356

R5 A 10 6 6 10 9 9 8 9
J 847 402 448 589 483 498 447 571

R6 A 8 7 8 10 9 8 8 8
J 793 287 623 509 419 429 514 452

Legenda: A=adultos; J=juvenis; CTRL=controle; D1 =dose 0,1 ml; D2 = dose 0,2 ml; D3 = dose 0,4 ml; D4 = dose
1 ml; D5 = dose 2 ml; D6 = dose 4 ml; D7 = dose 6 ml; R = repeti¢des.

E possivel analisar na Tabela 2 acima que em varios recipientes onde o nimero
de adultos foi menor, ocorreu um menor nimero de juvenis em relacdo ao controle,
sendo uma possivel explicacdo para o fato de uma toxicidade cronica falsa, ou seja,
nao foi a acdo do produto em si sobre os organismos de F. candida que causou a

toxicidade crbnica, mas sim o menor nimero de adultos sobreviventes que geraram

poucos individuos juvenis.

5.1. Toxidade aguda

No teste de toxicidade aguda, o qual avalia quais doses séo letais aos

organismos, observa-se que houve diferenca estatistica em relagdo ao controle nos
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tratamentos DO0,2(0,2 ml), correspondente a concentracdo de 0,1% e D4 (4ml),
correspondente a concentracdo de 2% demonstrando que nessas doses o fertilizante

Biopirol® foi téxico aos organismos (Figura 5).

Figura 4 - Namero médio de individuos adultos sobreviventes de F. candida, apés 28 dias de exposicéo
ao contaminante Biopirol® em concentracdes crescentes em Solo Artificial Tropical (SAT).
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Legenda: * = demonstra significancia, em comparac¢do ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05); DO = controle;
DO0,1 =dose 0,1 ml; DO,2 = dose 0,2 ml; DO,4 = dose 0,4 ml; D1 = dose 1 ml; D2 = dose 2 ml; D4 = dose 4 ml; D6
= dose 6 ml.

Contudo, nao foi possivel calcular a concentracao letal que causou mortalidade
em 50% dos individuos adultos (LC50) no teste. A menor dose que afetou os
individuos foi a DO,2, correspondente a 0,1% que matou até 8 individuos adultos, e a
dose que nado apresentou efeito significativo foi DO,1, correspondente a 0,05 %
conforme Tabela 4.

Tabela 4 - Parametros ecotoxicolégicos calculados com base em teste de reprodugdo com colémbolos
F. candida, expostos a concentracdes crescentes de Biopirol® em solo artificial tropical (SAT).

Parametro Dose (ml)
Caracteristica observada
Letalidade (toxidade aguda) NOEC 0,1

LOEC 0,2
Reproducéo (toxicidade cronica) LOEC 0,1

EC50 25,15 (3,39-46,91)*

Legenda: NOEC = dose correspondente a concentracdo sem efeitos observaveis; LOEC = dose correspondente a
menor concentragcdo com efeitos observaveis; EC50 = dose correspondente a concentracdo do composto para
gual 50% do efeito é observado na reproducéo; * = Limites de confianca dos valores estimados.
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A analise do pH do SAT realizada ap6s a finalizacdo dos ensaios, indicou que
a variacdo meédia do pH entre o inicio (dia 1) e o final (dia 28) foi igual a 0,25 (pH médio
inicial 5,64 — pH médio final 5,89), sendo consideravelmente baixa, j& que o solo ainda
permaneceu na faixa de pH ideal para reproducdo de F. candida, de 5,5 a 6,5. Na
Tabela 3 constam os valores de pH aferidos em cada tratamento no inicio e no final

do teste.

Tabela 3 — Valores de pH inicial aferidos no solo contaminado no inicio do teste (dia 1), e valores de
pH aferido ao final do teste (dia 28), de cada tratamento testado.

Doses pHinicial pH final

CTRL 5,73 6,08
D1 5,7 5,45
D2 5,79 6,28
D3 5,58 5,65
D4 5,63 6,17
D5 5,48 5,63
D6 5,42 5,57
D7 5,82 6,32
Média 5,64 5,89

Legenda: CTRL=controle; D1 =dose 0,1 ml; D2 = dose 0,2 ml; D3 = dose 0,4 ml; D4 = dose 1 ml; D5 = dose 2 ml;
D6 = dose 4 ml; D7 = dose 6 ml; PH = potencial hidrogenidnico.

Os colémbolos da espécie F. candida sdo altamente sensiveis, portanto
facilmente influenciados por fatores como umidade, temperatura e pH do meio em que
estdo inseridos (OLIVEIRA FILHO; BARETTA, 2016). Condicbes favoraveis a
sobrevivéncia e a reproducéo de colémbolos estédo diretamente relacionadas ao pH,
se 0s organismos sdo submetidos a acdo de contaminantes que tornam o pH do meio
mais baixo (acido), as condi¢des para a reproducao ficam adversas ao ideal. O mesmo
se d& ao contrario, em meios em que o pH esta mais proximo a neutralidade, ocorre
um maior numero de individuos devido a maior taxa de reproducdo. Os colémbolos F.
candida sé@o favorecidos pela elevacdo do pH, ja que podem sdo considerados
intolerante a acidez, necessitando de pH acima de 5 para sobreviverem (ORTIZ et al.,
2019), e a diminuicao do pH pode causar efeito danoso na reproducao dos individuos
(ANTONIOLLI et al., 2013). E possivel identificar que ocorreu alta variacéo dos valores
de PH inicial e final. Nos tratamentos D2 e D4 os valores de pH correspondente se
tornaram mais acidos durante o teste, podendo ser uma hipotese para explicar a

toxidade aguda encontrada para essas doses.
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Jakoby (2008) avaliou o potencial do 6leo de nim (Azadirachta indica) no
controle de lepidopteros praga na cultura da soja em sistema organico. O autor
constatou que o 6leo de nim provocou mortalidade superior a 98%, nas concentracfes
baixas, as quais foram adicionadas primeiro, demonstrando que a relacao entre tempo
de aplicacéo e a mortalidade dos individuos é inversa. E como os colémbolos foram
adicionados nos recipientes de forma aleatéria € possivel que tenha ocorrido um
menor tempo entre a aplicacdo do produto no SAT e a adi¢do dos colémbolos, em
relacdo a sua primeira alimentagéo.

Em estudo realizado por Efron (2009), sobre a acédo do 6leo de nim (Organic
neem® e Netuneem®), rotenona (Rotenat®), calda sulfocélcica, extrato pirolenhoso
(Pironat® e Biopirol® 7M®) e fentiona (Lebaycid 500 CE®), em sistema organico sobre
Anastrepha fraterculus, Apis melifera e Cryptolaemus montrouzieri, constatou que 0s
produtos em geral ndo demonstraram efeitos significativos sobre a mortalidade dos
individuos, com ressalva para a fentiona e rotenona. Resultado similar foi encontrado
por Morandi Filho et al. (2006), os quais testaram Biopirol® 7M e Natuneem sobre a
mortalidade de adultos de Argyrotaenia sphaleropa, ndo obtendo resultado
significativo.

O produto Biopirol® pode ter apresentado toxicidade devido sua composigéo, a
qgual contém 85% de &gua, além de fenol (0,2%), guaiacol (0,1%), cresol (0,1%), o-
cresol (1,1%), siringol (1,0%), 4-metilsiringol (1,1%), 4-etilsiringol (0,6%), 4- 4
alilsiringol (0,2%), acido acético (5,1%), acido propibénico (0,7%), &cido butirico (0,2%),
acido crotdénico (0,1%), acetona (0,2%), acetado de metila (0,6%), 2-ciclopentadiona
(0,1%), 3-propionato de etila (0,2%), furfural (0,1%), metanol (0,1%),
acetoinpropilenoglicol (0,1%), &lcool furfurilico (0,1%), cicloteno (0,4%), maltol (0,1%)
e 5-hidroximetil-2-furfural (1,2%) (ZANETTI, 2004)

Alguns autores sustentam a afirmacdo de que a passagem pelo processo de
compostagem dos residuos organicos antes de sua aplicagdo no solo é importante
para reduzir a toxicidade dos compostos a fauna do solo (DOMENE et al., 2008). Os
acidos carboxilicos e os fendis sdo encontrados com maior frequéncia nas primeiras
semanas do processo de compostagem, caracterizando a acdo microbiana na
decomposicdo da matéria organica, e apos 90 a 120 dias, esses acidos comegam a
ser liberados (ALOISIO et al., 2019). Este fato pode ser uma hipotese que explique a
baixa toxicidade do extrato pirolenhoso nos testes, considerando que sua composi¢ao

€ basicamente de acidos carboxilicos e fendis, os quais ndo sao téxicos ao meio
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ambiente e podem auxiliar no crescimento radicular e servir de fonte de alimento para
varios microrganismos da biota do solo (FRANCO, 2019; GONCALVES, 2020).

Estudos em laboratorio que utilizaram outros fertilizantes organicos sobre
Folsomia candida também demonstram que a alta toxidade do composto organico
pode estar atrelada a sua utilizacdo sem passar pelo processo de compostagem.
Como verificado por Maccari et al. (2020) ao utilizarem a cama de aviario compostada
e ndo compostada como fertilizante organico, em SAT com F. candida, constataram
que a cama de frango presentou maior toxicidade para os colémbolos, causando
100% de letalidade nas doses de 80 e 100 t hat, quando ndo compostada, o que esta
diretamente relacionado a presenca de compostos toxicos que sdo produzidos no
processo de compostagem. Situacdo semelhante foi encontrada por Maccari et al.
(2016), que ao utilizar esterco de suino ndo curtido como fertilizante organico, em
laboratorio com solos naturais, visualizou efeitos significativos no teste de letalidade,
em que o solo contaminado com esterco de suino causou mortalidade dos individuos
j& na dose mais baixa aplicada.

Autores como Schnitzer et al. (2015), ao estudaram o0 uso do extrato
pirolenhoso como indutor de enraizamento in vitro de orquidea, e Pieta (2017), que
estudou o uso da substancia no controle in vitro de patdgenos da soja, enfatizam os
diversos usos desse produto. Porém, existem poucos estudos que buscam o uso do
extrato pirolenhoso como fertilizante, analisando a viabilidade do seu uso através de
testes ecotoxicoldgicos terrestres (SISINNO et al., 2019). Ribeiro (2016) buscou
avaliar os efeitos do extrato pirolenhoso em diferentes concentracdes sobre variaveis
ecologicas, histoldgicas e reprodutivas de minhocas Eisenia andrei, em SAT e em
ambiente controlado, concluindo que quando o tempo de exposicdo ao produto €
longo (60 dias), independente da concentracdo, o produto € de fato toxico. O tempo
de exposicdo desse trabalho para testes em colémbolos, onde o teste de toxidade
aguda e crdnica podem ser realizados no periodo de 28 dias, tempo necessario para
gue o contaminante afete os organismos de F. candida.

Ao estudar pesticidas e fertilizantes menos agressivos ao meio ambiente,
Hagner (2013) objetivou investigar a toxidade dos produtos de pirdlise lenta derivados
de Bétula (Betula sp.) (6leo de alcatrdo de bétula, extrato pirolenhoso e biochar), em
laboratorio, constatando que organismos terrestres como a espécie de minhoca
Aporrectodea caliginosa sdo mais tolerantes ao extrato pirolenhoso do que

organismos aquaticos. O fato da toxidez do extrato pirolenhoso tanto a organismos
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aguaticos como terrestres pode estar relacionada ao fato da presenca de compostos
fendlicos no produto, os quais mesmo estando em 0,08% da composicao total,
possuem elevada toxidez aos organismos (MESQUITA, 2011), causando grande
variagdo nos seus ecossistemas (LEITE et al., 2012).

Outra possibilidade da toxidade aguda do Biopirol® pode estar atrelada a
condutividade elétrica do extrato pirolenhoso, a qual aumenta conforme as doses e 0s
nutrientes envolvidos (ZANETTI et al., 2004; ANTUNES et al., 2008). Através da
adubacao com extrato pirolenhoso é possivel observar o aumento da condutividade
elétrica do solo, principalmente em doses acima de 20% (FARRELL et al., 2010;
MENEGALE, 2013). Esse aumento ocorre, pois, 0 extrato pirolenhoso € também
considerado um ativador de compostagem, ocorrendo aumento significativo de

micronutrientes, os quais séo excelentes condutores elétricos (BENITES et al., 2004).

5.2. Toxicidade crbénica

No ensaio de toxicidade cronica, o qual busca avaliar o efeito de diferentes
concentragbes de um contaminante sobre o numero de juvenis gerados por
colémbolos adultos, houve diferenca significativa a partir da primeira dose testada
(Figura 4).

Figura 5 - Namero médio de juvenis de F. candida, apds 28 dias de exposi¢cdo ao contaminante

Biopirol® em concentragBes crescentes em Solo Atrtificial Tropical (SAT).
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Legenda: * = demonstra significancia, em comparac¢do ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05); DO = controle;
DO0,1 =dose 0,1 ml; DO,2 = dose 0,2 ml; D0,4 = dose 0,4 ml; D1 = dose 1 ml; D2 = dose 2 ml; D4 = dose 4 ml; D6
= dose 6 ml.
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O parametro EC50, o qual determina a concentracdo do composto para o
qual 50% do efeito € observado, em relacdo ao controle, foi estimado através de
andlise de regressdo nao linear, sendo escolhido o modelo Logistico, mais cabivel
para demonstracédo dos resultados. O valor estimado para EC50 foi de 25,15 ml de
solucéo do produto diluido em 100 ml, com um intervalo de confianca de 3,39-46,91
e R = 85%. No teste de toxicidade crénica nao foi possivel delimitar a dose que nao
apresentou efeitos observaveis (NOEC), pois todas as doses testadas apresentaram
diferenca em relagéo ao controle.

Macédo (2019) comparou a toxidade dos compostos acido peracético e cloro
ativo do hipoclorito de célcio através de testes ecotoxicoldgicos com Dugesia tigrina e
Chironomus xanthus, constatando que o acido peracético afetou os organismos no
teste de toxidade crénica, diminuindo significativamente a taxa de fecundagdo. Tendo
em vista que o acido peracético é classificado como desinfetante de alto nivel com
eficacia microbiolégica, de acordo com a legislacdo (BRASIL, 2010; BRASIL, 2011b),
sua alta toxicidade afeta os niveis populacionais dos organismos, através da reducao
da reproducdo (CAMPOS et al., 2016). O acido peracético € composto por acido
acético e peroxido de hidrogénio (SANTA BARBARA; MIYAMARU, 2014), sendo que
0 acido acético representa boa parcela da composicédo do extrato pirolenhoso, o que
pode justificar a toxidade do produto Biopirol® na reproducdo de organismos de F.
candida nesse trabalho. Zanetti (2004) demonstra que dentre componentes do extrato
pirolenhoso Biopirol®, da empresa Biocarbo Industria e Comércio Ltda., cerca de 5,1%
da sua composicao € de acido acético.

Trabalhos como o de Corbani (2008) também demonstrou a toxidade a
presenca do acido acético do extrato pirolenhoso, quando avaliou a acdo do Biopirol®
por cinco dias, sobre a ecloséo e a atividade de juvenis de nematdides Meloidogyne
incognita, Meloidogyne avanica e Tylenchulus semipenetrans, em laboratério nas
concentracgdes de 0,5; 1,0; 1,5, 2,0% e 4,0%. O autor constatou que para M. incognta
nos 3 primeiros dias ndo houve diferencgas significativas entre os tratamentos. Para T.
semipenetrans, a taxa de ecloséo de juvenis foi afetada em todas as concentragées,
sendo a concentragdo sem efeitos observaveis (NOEC) a menor concentracdo
testada, de 0,5 %.
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6. CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos nesse estudo, conclui-se que:

o Todas as doses testadas de extrato pirolenhoso demonstraram afetar a
reproducédo de Folsomia candida. Levando em consideracdo as concentracfes
avaliadas foi possivel identificar para toxicidade crénica um valor de 25,15 mi
para EC50.

o As doses DO0,2(0,2 ml) e D4 (4ml), correspondentes as concentracdes de 0,1%
e 2% respectivamente, demonstraram efeito toxico sobre a sobrevivéncias dos
organismos, ndo sendo possivel calcular o valor de LC50 devido o numero de
unidades amostrais.

o Nenhuma concentracdo de extrato pirolenhoso testada nesse trabalho é segura
para uso como fertilizante de solo, por apresentarem toxicidade.

o Esse estudo serve como embasamento para novas pesquisas visando o0 uso do

Biopirol® como fertilizante de solo.
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