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RESUMO 

O biochar é um material rico em carbono, obtido de biomassa carbonizada sob baixa 

atmosfera de oxigênio, para uso como condicionador de solos. A aplicação de biochar tem 

potencial de alterar as propriedades físicas, químicas e microbiológicas do solo, elevando a 

disponibilidade de água e nutrientes para as plantas. Três importantes estratégias, porém, 

devem estar associadas ao conceito do biochar: a reciclagem de resíduos orgânicos, a geração 

de energia renovável e a agricultura de baixa emissão de carbono. No presente trabalho foi 

avaliado o efeito do biochar, produzido a partir de resíduos da colheita de eucalipto e 

diferentes doses de adubação, nas atividades microbianas e enzimas do solo de uma área 

comercial de cultivo de Eucalyptus urograndis instalado em um Latossolo vermelho-amarelo, 

em São Jerônimo da Serra, Paraná. O experimento foi desenhado em blocos casualizados com 

parcelas subdivididas, em esquema fatorial 2 x 3, variando-se a dose de biochar (0 ou 3,23 

Mg ha-1) e de adubação (0, 120 e 150 g árvore-1 da fórmula NPK 4:42:6) com quatro 

repetições. Amostras compostas de solo foram obtidas (1) a partir de amostras simples 

coletadas próximas às mudas centrais de eucalipto de cada parcela e (2) a partir de amostras 

simples coletadas aleatoriamente em zigue-zague na parcela. A população de bactérias 

envolvidas no ciclo de nitrogênio foi avaliada a partir da determinação do Número Mais 

Provável (NMP) de bactérias amonificadoras, nitrificadoras e fixadoras de Nitrogênio. Além 

disso, foi avaliada a atividade das enzimas do solo envolvidas no ciclo do nitrogênio (urease) 

e carbono (Beta- Glucosidase). A determinação do Carbono e nitrogênio da biomassa 

microbiana e a quantificação de glomalina também foram realizadas nos primeiros dois anos 

de crescimento do eucalipto e em dois períodos do ano. Apesar da respiração basal não ter 

variado entre os tratamentos a cada tempo avaliado, essa apresentou valores superiores no 

início do desenvolvimento do eucalipto. Diante de uma maior estabilidade do solo, 2 anos 

após o plantio, houve um aumento no carbono da biomassa microbiana, principalmente nos 

tratamentos com a aplicação de biochar. A atividade das enzimas β-glucosidase e urease 

foram afetadas pela presença de biochar, sendo que a primeira foi drasticamente reduzida ao 

longo dos dois anos de analise, enquanto que a urease diminuiu ao longo dos 24 meses 

avaliados, a presença da dose completa de fertilizante não induziu o aumento da atividade da 

enzima urease. No entanto a enzima urease apresentou uma redução da sua atividade nos dois 

últimos períodos amostrais, os quais podem ter influenciado os microrganismos 

amonificadores do solo, pois a enzima urease é responsável por produzir amônia a partir da 

ureia. Assim a redução pode estar relacionada a disponibilidade do nitrogênio químico, que 

foi aplicado somente nos meses inicias da cultura. 

Palavras-chave: Biocarvão, indicadores biológicos, enzimas do solo. 
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ABSTRACT 

Biochar is a carbon-rich material, obtained from carbonized biomass under low oxygen 

atmosphere, for use as a soil conditioner. The application of biochar has the potential to 

change the physical, chemical and microbiological properties of the soil, increasing the 

availability of water and nutrients for plants. Three important strategies, however, must be 

associated with the concept of biochar: the recycling of organic waste, the generation of 

renewable energy and low-carbon agriculture. In the present work, the effect of biochar, 

produced from residues from the eucalyptus harvest and different doses of fertilization, on the 

microbial activities and enzymes of the soil of a commercial cultivation area of Eucalyptus 

urograndis installed in a red-yellow Latosol, in São Jerônimo da Serra, Paraná. The 

experiment was designed in randomized blocks with subdivided plots, varying the dose of 

biochar (0 or 3.23 Mg ha-1) and fertilization (0, 120 and 150 g tree-1 of the NPK formula 4: 

42: 6) with four repetitions. Samples composed of soil were obtained (1) from simple samples 

collected near the central eucalyptus seedlings of each plot and (2) from simple samples 

collected randomly in zigzag in the plot. The population of bacteria involved in the nitrogen 

cycle was evaluated based on the determination of the Most Probable Number (NMP) of 

ammonifying, nitrifying and Nitrogen fixing bacteria. In addition, the activity of soil enzymes 

involved in the nitrogen (urease) and carbon (beta-Glucosidase) cycle was evaluated. The 

determination of carbon and nitrogen in the microbial biomass and the quantification of 

glomalin were also carried out in the first two years of eucalyptus growth and in two periods 

of the year. Although basal respiration did not vary between treatments at each time 

evaluated, it showed higher values at the beginning of eucalyptus development. Due to the 

greater soil stability, 2 years after planting, there was an increase in the carbon of the 

microbial biomass, mainly in the treatments with the application of biochar. The activity of 

the enzymes β-glucosidase and urease were affected by the presence of biochar, the first of 

which was drastically reduced over the two years of analysis, while the urease decreased its 

activities over the 24 months evaluated. The presence of the full dose of fertilizer did not 

induce an increase in urease enzyme activity. However, the urease enzyme showed a 

reduction in the last two sample periods, which may have influenced the soil ammonifying 

microorganisms, since the urease enzyme is responsible for producing ammonia from urea, 

thus, the decrease may be related to nitrogen availability chemical, which was applied only in 

the initial months of the crop. 

Keywords: Biochar, biological indicators, soil enzymes. 
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1 INTRODUÇÃO 

O eucalipto (Eucalyptus spp.) uma espécie florestal exótica, originária da Austrália, foi 

trazido ao Brasil, adaptou-se as condições climáticas e ao solo, fatores estes altamente 

favoráveis para o seu desenvolvimento, porém, seu crescimento é limitado pela 

disponibilidade hídrica e nutricional do ambiente (BRASIL, 2019). 

A diversificação do uso da madeira vem ganhando importância no cenário mundial 

por substituir produtos oriundos de fontes de recursos não renováveis e utilizar materiais 

oriundos de fontes renováveis, como as florestas plantadas (JUNIOR; COLODETTE, 2013). 

Entretanto, as colheitas geram resíduos de folhas, galhos, ápice da árvore e casca, os quais 

ficam em campo, sem uso. Para realizar um melhor aproveitamento, pode ser feito a pirólise 

deste material, transformando em biochar (LEI; ZHANG et al., 2013).  

O biochar, é um composto orgânico derivado do aquecimento da biomassa em 

condições de baixa ou nenhuma oxigenação (pirólise) em temperaturas que variam de 300 a 

1000ºC, sendo rico em carbono, variando entre 55- 80% (LONE et al., 2015). O interesse em 

seu uso baseia-se principalmente nas descobertas da “Terra preta de índio” na região 

amazônica, onde as práticas de manejo agrícola indígena levam à criação grandes manchas de 

terra, solos antropogênicos que foram identificados como férteis e de alta qualidade do solo 

(TALBERG, 2009, MAIA, 2011; RITTL; ARTS; KUYPER, 2015). Este apresenta um alto 

potencial como condicionador de solo que pode contribuir para melhorar a produtividade 

agrícola, normalmente, faz-se a aplicação combinada entre o biochar e fertilizantes, visto que 

o biochar sozinho não possui uma grande quantidade de nutrientes prontamente disponíveis 

(LYCHUK et al., 2014).  

Sua incorporação no solo induz mudanças nas propriedades físicas como: textura, 

estrutura, porosidade, diâmetro dos poros, distribuição granulométrica e densidade (PETTER, 

2010). Nas propriedades químicas atua na estabilidade e aumento dos estoques de carbono, 

melhora da qualidade do solo, diminuindo a lixiviação de nutrientes, reduz os requisitos de 

irrigação e fertilizantes (LI et al., 2017). As interações do biochar com os microrganismos do 

solo geram alterações de pH, das taxas de decomposição da matéria orgânica, bem como da 

disponibilidade de energia e NH4 para as plantas (DU et al., 2014). Além disso, o biochar gera 

habitats de proteção para esses microrganismos (PETTER, 2010).  

Esse estudo tem por finalidade a compreensão dos efeitos do biochar sobre as 

atividades microbianas e enzimáticas do solo, uma vez que se utilizou resíduos da colheita de 
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eucalipto para produzir o biochar, reduzindo os impactos ambientais dos restos se deixados ao 

campo. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

  Avaliar o efeito da aplicação do biochar e de fertilizantes minerais na atividade 

microbiana e enzimática do solo relacionadas ao ciclo do nitrogênio e carbono em uma área 

comercial de cultivo de Eucalyptus urograndis. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Quantificar o carbono da biomassa microbiana em solos com cultivo de Eucaliptos e 

aplicação de biochar. 

• Determinar a atividade microbiana do solo na área de cultivo de eucalipto, através da 

quantificação da atividade das enzimas urease e beta- glucosidase  

• Quantificar a população bacteriana de amonificadores, nitrificadores e fixadores de 

Nitrogênio. 

• Avaliar as alterações nos indicadores biológicos do solo ao longo de dois anos. 
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3 HIPÓTESE 

• A aplicação de biochar produzido de resíduos da colheita de eucalipto aumenta a 

quantidade dos microrganismos relacionados ao ciclo do nitrogênio; 

• A aplicação de biochar possibilita a redução de 20% da adubação padrão comercial 

na cultura do eucalipto com o aumento da atividade microbiana.  

• O uso de biochar aumenta a atividade microbiana (avaliada por ciclagem C e N). 
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4 REFERENCIAL BIBLIOGRÁFICO 

A silvicultura sempre se baseou no conhecimento das propriedades físicas e químicas 

para avaliar a capacidade do solo em desenvolver florestas produtivas. Nos últimos anos, a 

necessidade de avaliar estas propriedades tem aumentado, devido ao interesse do público em 

determinar as consequências das práticas de manejo na qualidade do solo e relação a 

sustentabilidade das funções do ecossistema florestal, além da produtividade das plantas 

(SCHOENHOLTZ; MIEGROET; BURGER, 2000). 

O eucalipto, planta originária da Austrália, foi trazido ao Brasil, adaptou-se as 

condições climáticas e ao solo, fatores estes altamente favoráveis para o seu desenvolvimento 

(VECHI; JUNIO, 2017).  A diversificação do uso da madeira vem ganhando importância no 

cenário mundial por substituir produtos oriundos de fontes de recursos não renováveis. 

Utilizar materiais oriundos de fontes renováveis, como as florestas plantadas, é importante 

para minimizar a pressão sobre as florestas nativas e contribuir para a manutenção da 

qualidade de vida do planeta (JUNIOR; COLODETTE, 2013).  

Desta maneira, ao longo do tempo, o eucalipto vem sendo propagado nos diversos 

estados brasileiros e a sua utilização passou a agregar alto valor econômico a comercialização, 

despertando atenção ao melhor aproveitamento da planta, pois a mesma é de rápida produção 

(JUNIOR; COLODETTE, 2013). 

A colheita do eucalipto para madeira gera resíduos das árvores, os quais não são 

aproveitados pela indústria madeireira e normalmente são deixados no campo causando danos 

ao ambiente (libera óleos dos resíduos não permitindo que as plantas se multipliquem naquele 

local), além de acabar atrapalhando os produtores na continuidade do manejo do solo. Os 

resíduos são compostos de folhas, galhos, ápice da árvore e casca. Para que seja realizado um 

melhor aproveitamento, pode ser realizado a pirólise deste material, transformando em 

biochar (LEI; ZHANG et al., 2013).  

Quando se reutiliza esses resíduos para produzir biochar, ele pode atuar reduzindo a 

necessidade de uso de fertilizantes químicos, atuar como condicionador de solo, aumentar a 

produtividade, reduzir os impactos ambientais, auxiliar no aumento da microbiota do solo, e 

influenciar no melhor desenvolvimento das plantas (KANOUO et al., 2017). 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DO BIOCHAR 

O termo biochar surgiu das Terras Pretas de Índio, na bacia amazônica, áreas com até 

dois metros de profundidade, onde o solo apresentava-se rico em carvão e matéria orgânica. A 
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ocorrência da terra preta somente é identificada em áreas habitadas, isso indica que 

provavelmente o homem é o responsável por sua criação (NEVES, 2004).   

Foi constatado que o teor de carbono destes solos é de até cinco vezes maior que os 

solos adjacentes. A explicação para o maior acúmulo de carbono foi atribuída à riqueza do 

biochar em compostos poli aromáticos condensados, cujos tem resistência à degradação 

térmica, química e luminosa, conferindo estabilidade do carbono que foi adicionado ao solo 

(NOVOTNY et al., 2009). 

Alguns cientistas sugerem que essa terra preta era gerada através do corte para limpeza 

da vegetação e a queima dos resíduos posteriormente dentro de uma cova coberta. Através 

dessas teorias foram desenvolvidas formas de produzir o que hoje chamamos de biochar 

(TALBERG, 2009). 

Biochar ou biocarvão é o termo adotado para toda biomassa carbonizada, produzido 

pela queima de matéria orgânica, como madeira e resíduos sob baixas concentrações de 

oxigênio, sendo sólido à base de carbono obtido por pirólise de biomassa, a mesma é 

composta em grande parte por compostos orgânicos, como celulose, hemicelulose e lignina 

(FAHMI et al., 2008).  

As temperaturas de pirólise geralmente empregadas variam de 300 a 1000 ° C. 

Durante a pirólise, a água e os compostos orgânicos da biomassa podem volatilizar, 

aumentando assim o conteúdo aromático. A fonte de biomassa e a temperatura de pirólise 

afetam as propriedades físico-químicas do biocarvão obtido. Por exemplo, a temperatura de 

pirólise é o principal controle na razão atômica e na composição estrutural (LIU et al., 2010). 

Embora a biomassa bruta seja ligeiramente ácida, a pirólise em altas temperaturas aumenta 

sua alcalinidade (AL-WABEL et al., 2017). 

É um material rico em carbono (contém mais de 50% de carbono), pode aumentar o 

rendimento das culturas e reduzir a emissão de gases do efeito estufa (CO2, CH4 e N2O), 

melhorar a qualidade do solo, diminuir a lixiviação de nutrientes, reduzir os requisitos de 

irrigação e fertilizantes, e melhorar a microbiota do solo (LI et al., 2017), o biochar apresenta 

alteração nas propriedades físicas, químicas e biológicas dos solos (BUTNAN et al., 2015; 

OLESZCZUK et al., 2014 ).  

Atraiu a atenção da comunidade científica devido à sua aplicabilidade promissora em 

diferentes áreas (QIAN et al., 2015). A adição de biochar pode afetar as propriedades físicas 

do solo através de meios indiretos e diretos (BURRELL et al., 2016). Pode contribuir para 

aumentar o pH, corrigindo os solos ácidos, disponibilizar nutrientes, e melhorar a fertilidade 

do solo (LIMA et al., 2015). Nas condições biológicas do solo, o biochar age influenciando a 
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composição, a diversidade e a atividade microbiana do solo (WANG et al., 2015; PAN et al., 

2016). 

4.2 MICRORGANISMOS DO SOLO 

4.2.1 Ciclo do Nitrogênio 

Enquanto as plantas, por meio da fotossíntese, fazem a conexão da atmosfera com o 

solo, os microrganismos (cerca de 70 %),  são os responsáveis diretos pelo “funcionamento” 

do solo, participando de processos que vão desde a sua gênese até a decomposição de resíduos 

orgânicos, resultando na reciclagem dos nutrientes minerais utilizados pelas raízes das plantas 

( 22%) , depositados em seus tecidos e macrofauna (8%) apresenta uma estreita inter-relação 

com os componentes físicos e químicos, os quais influenciam em conjunto não só a 

produtividade das culturas, mas também a sustentabilidade dos sistemas agrícolas (MENDES 

et al., 2019). 

O nitrogênio é o nutriente mais abundante na atmosfera, correspondendo a cerca de 

78% de sua fração gasosa. Contudo, em sua forma molecular (N2), é um gás inerte que não 

reage quimicamente em condições naturais, não sendo prontamente assimilado pelas plantas 

(BACA et al., 2000). 

O ciclo do nitrogênio, mediado quase em sua totalidade por microrganismos, é 

responsável pela ciclagem desse elemento no ambiente (Figura 1). Dentre os processos 

microbiológicos do ciclo do nitrogênio, destacam-se a fixação biológica do nitrogênio (FBN), 

a amonificação (transformação do N orgânico em N mineral ou inorgânico) e a nitrificação 

(conversão do amônio (NH4
+) ou amônia (NH3

+)  a nitrato (NO3
-), consideradas como uma 

das etapas mais importantes do ciclo do nitrogênio (VARGAS; HUNGRIA, 1997; 

MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; DIAS, 2016).   
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Figura 1: Esquema simplificado do ciclo do nitrogênio; as flechas em verde indicam o caminho do nitrogênio 

dentro do ciclo; as caixas em verde indicam os produtos dos processos de transformação do nitrogênio; as 

palavras em negrito indicam os processos de transformação do nitrogênio.   

 

Fonte: A autora 

Os microrganismos são sensíveis a alterações ou perturbações feitas no solo 

principalmente os fixadores de nitrogênio, amonificadores e nitrificantes (INNEREBNER et 

al., 2006; ABRIL, 2003; BIEDERBECK et al., 2005). 

A entrada do nitrogênio em sistemas biológicos pode ocorrer de três maneiras: por 

descargas elétricas (10% da contribuição global), através da produção de adubo pela indústria 

de fertilizantes (25% da contribuição global) ou pela fixação biológica do nitrogênio (FBN) 

(60% da contribuição global), sendo este processo o maior responsável pela disponibilização 

de nitrogênio para o solo em ecossistemas naturais (DÖBEREINER, 1992; BACA et al., 

2000; BALDANI; BALDANI, 2005).  

As bactérias e arqueias que atuam no grupo de microrganismos do solo que realizam o 

processo de fixação biológica do nitrogênio, a principal entrada de nitrogênio no solo em 

ecossistemas naturais (VARGAS; HUNGRIA, 1997). Estes possuem a enzima nitrogenase, 

capaz de romper a tripla ligação ente às duas moléculas de nitrogênio, posteriormente 

reduzindo-as a NH3 (forma assimilável de nitrogênio pelas plantas) (SIQUEIRA et al., 1994).  

As duas unidades do complexo enzimático da nitrogenase interagem cooperativamente 

durante o processo de FBN, onde a dinitrogenase redutase, ou Ferro proteína, é responsável 
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pela transferência de elétrons para que ocorra a redução do N2, e, em virtude de sua atividade 

redox, geralmente é mais sensível ao oxigênio que a dinitrogenase propriamente dita. A 

dinitrogenase, por sua vez, é a enzima que apresenta o sítio ativo da reação, onde são 

encontradas condições adequadas para a redução do N2 (REIS; TEIXEIRA, 2006). A reação 

está representada abaixo. 

 N2 + 8 H+ + 8 e- + 16 ATP                   2 NH3 + 16 ADP + 16 PO44
-3 + H2               (1) 

Após a redução do N2 à NH3
+, a amônia em contato com água presente no citoplasma 

das bactérias é rapidamente convertida em amônio (NH4
+), que, por sua vez, inibe a fixação 

do nitrogênio, precisando então, ser transportada para fora da célula (MOREIRA; SIQUEIRA, 

2006; REIS; TEIXEIRA, 2006). 

As bactérias e arqueias responsáveis pelo processo de fixação biológica do nitrogênio 

são chamadas de diazotróficas e podem ser chamadas de bactérias associativas, que vivem na 

rizosfera, colmo ou dentro da planta hospedeira, podendo  resultar na formação de nódulos 

nas raízes quando leguminosas, ou de vida livre, podendo sobreviver livremente no solo e 

colonizar a rizosfera, ou o interior e superfície das plantas (EVANS; BURRIS, 1992). Sendo 

as bactérias diazotróficas de vida livre as mais abundantes e também as primeiras a serem 

reconhecidas e estudadas. 

Os microrganismos do solo estão envolvidos em diferentes processos, na 

decomposição de matéria orgânica, fixação biológica de N, ação antagônica a patógenos, 

produção de substâncias de crescimento e ciclagem de nutrientes (MELO et al., 2014).  

A entrada de matéria orgânica no solo institui um ambiente favorável para a atividade 

microbiana (BALOTA; CHAVES, 2011). As bactérias que participam ativamente do ciclo do 

nitrogênio, exercem um importante papel na decomposição de matéria orgânica que pode 

estar presente nos restos vegetais e animais depositados na superfície ou perfil do solo 

(serapilheira, biomassa, húmus, matéria orgânica, etc.), e na forma inorgânica através do 

nitrogênio gasoso N2 contido na atmosfera, óxido nitroso (N2O), amônia (NH3
-) ou na forma 

de íons (NO3
-, NO2

-, e NH4
+, etc.) (BRANDÃO, 1992).  

Na forma orgânica existem bactérias que atuam na transformação do N orgânico em N 

mineral (inorgânico), processo também denominado de amonificação, o amônio, resultante do 

processo é o substrato para o processo de nitrificação (OCHOA et al., 2015).  

A amonificação é o processo de desaminação de compostos orgânicos nitrogenados 

(R-N2 → NH4
+), onde, pelo processo de decomposição ou como resíduo da fixação biológica 

de nitrogênio, ocorre a liberação de amônia (NH3
-). Ao entrar em contato com a água do solo 

Nitrogenase  
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a amônia forma hidróxido de amônio que, ao ser ionizado produz amônio (NH4
+), tornando-se 

prontamente assimilável pelas plantas (FAGERIA et al., 2011; YANG et al., 2018). A 

predominância de amônio ou amônia depende da faixa de pH do meio, sendo as faixas de pH 

mais ácido favorável a síntese de amônio enquanto faixas de pH mais básico favorecem a 

síntese de amônia (DIAS, 2016).  

O processo de amonificação pode ser realizado por uma diversa gama de 

microrganismos, sendo o amônio resultante da reação substrato para o processo de 

nitrificação, iniciado por um grupo específico de bactérias e arquéias, denominadas bactérias 

oxidantes de amônio (AOB) e arquéias oxidantes de amônia (AOA) respectivamente 

(OCHOA et al., 2015). 

O amônio pode ficar retido no biochar, quando os microrganismos amonificadores se 

encontram em simbiose com o mesmo, assim pode ser absorvido pelas plantas ou por outros 

microrganismos do solo e (VICTORIA et al., 1992) em condições ambientais específicas, 

também pode ser lixiviado pela água que percola no perfil do solo (TRIVELIN et al., 2002). 

Tendo em vista a importância ambiental desses microrganismos, torna-se relevante a 

sua quantificação, principalmente no monitoramento de sistemas biológicos de tratamento 

desenvolvidos para promover a nitrificação (RAIJ, 2011; OCHOA et al., 2015).  

A nitrificação ocorre principalmente nas camadas mais superficiais dos solos, já que as 

bactérias e Arqueas oxidantes de amônio necessitam de oxigênio para sua respiração, 

consequentemente há uma limitação do processo em solos ricos em argila e com maior grau 

de compactação (DIAS, 2016). 

A nitrificação é mediada por um grupo de microrganismos denominados bactérias 

oxidantes de amônio (AOB), pertencente principalmente aos gêneros Nitrosomonas, 

Nitrosococcus, Nitrospira, Nitosolobus e Nitrosobrio, catalisada pelas enzimas amônia 

monoxigenase (AMO), responsável pela conversão da NH4
+ em hidroxilamina (NH2OH) e 

hidroxilamina oxiredutase (HAO), responsável pela oxidação da hidroxilamina a nitrito 

(Equações 2 e 3 respectivamente) (ANDRADE, HAMAKAWA; MIYAZAWA, 1994; 

FAGERIA, 2014; MORO et al., 2016). 

 

NH4
+ + 2H+ + O2 + 2e-                        NH2OH + H2O                              (2) 

NH2OH + H2O                        NO2
- + 4e- + 5H+                                  (3) 

HAO 

AMO 
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        A enzima amônia monoxigenase também é capaz de oxidar uma variedade de outros 

compostos de baixo peso molecular como fenol, metanol e compostos halogênicos e alifáticos 

(PAUL, 2014).  

       As arquéias oxidantes de amônio (AOA) possuem genes homólogos a amônia 

monoxigenase, apresentando um importante papel no processo de nitrificação em ambientes 

terrestres e aquáticos (OCHOA et al., 2015). Sendo que as AOA tem capacidade de crescer 

tanto em ambientes com baixa tanto em alta concentração de amônia, enquanto as AOB 

demonstram melhor capacidade de crescimento em ambientes com alta contração de amônia, 

indicando uma maior afinidade das AOA a amônia em relação as AOB (VERHAMME et al., 

2011; OCHOA, et al., 2015). 

 Já a nitratação é mediada por bactérias oxidantes de nitrato (NOB), exclusivas do 

gênero Nitrobacter, através da enzima nitrito oxiredutase, responsável pela oxidação do nitrito 

a nitrato (Equação 4). O nitrato é uma das principais formas de nitrogênio assimilável pelas 

plantas, sendo também a forma mais móvel de N inorgânico no solo (PAUL, 2014; OCHOA 

et al., 2015). 

2NO2
- + O2                                  2NO3

-                                            (4) 

A nitratação é uma conversão que ocorre rapidamente, assim, raramente ocorre 

acumulo de nitrito no solo (ANDRADE, HAMAKAWA; MIYAZAWA, 1994; MORO et al., 

2016). 

4.2.2 Ciclo do Carbono  

Estudos com doses de biochar indicam aumento da fertilidade do solo e manutenção 

ou favorecimento da vida microbiológica do mesmo (SANTOS, 2013). Manya (2012) afirma 

que o biochar tende a elevar a área superficial específica e porosidade podendo favorecer a 

capacidade de sorção e aumentando a biomassa microbiana do solo. 

De acordo com Mechri e colaboradores (2014) as mudanças na biomassa microbiana 

do solo podem ser atribuídas ao fato de que alguns ácidos fenólicos poderem ligar-se a uma 

fonte de carbono adicional, que estimula o crescimento da microbiota do solo. A biomassa 

microbiana de um solo são excelentes indicadores de fertilidade, porque eles respondem 

ativamente e diretamente a alterações no solo e o meio ambiente, particularmente o efeito de 

sistemas de produção (VAN DIEPENINGEN et al., 2006).  

O biochar tem efeitos variáveis em diferentes solos, por isso, os microrganismos são 

catalisadores que desempenham um papel importante na modulação das respostas dos 

Nitrito oxiredutase 
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ecossistemas às mudanças abióticas (no estado nutricional do solo ou na qualidade da matéria 

orgânica do solo) e condições bióticas (WANG et al., 2015).  

A respiração do solo é muito sensível às mudanças ambientais porque pode ser afetada 

por uma variedade de fatores, como temperatura do solo, umidade do solo (DAVIDSON et 

al., 1998), comunidade microbiana, serrapilheira superficial e tipos de vegetação (YAN et al., 

2006; FEKETE et al. 2014). Uma pequena mudança na respiração do solo pode ter impactos 

profundos sobre o balanço global C e consequentes feedbacks às mudanças climáticas 

(DAVIDSON; JANSSENS, 2006). Portanto, mensuração da respiração do solo em resposta a 

mudanças ambientais torna-se relevante como fonte de informações sobre a influência do uso 

da terra na atividade microbiana (FEKETE et al., 2014). 

Características microbiológicas, abundância e atividade de microrganismos são 

geralmente utilizados como indicadores de fertilidade do solo e sustentabilidade, tentando 

explicar a multifuncionalidade dos organismos que são sensíveis a impactos produzidos no 

solo (OCDE, 2001). 

A glomalina é uma glicoproteína de natureza hidrofóbica e recalcitrante. Sua presença 

no solo favorece a estabilidade de agregados, o sequestro de metais pesados, e o estoque de C 

e N. Ela atua como agente cimentante na formação e estabilidade de agregados (WRIGHT; 

UPADHYAYA, 1998) o que contribui com melhorias nos aspectos físicos, químicos e 

biológicos do solo melhorando a porosidade, a capacidade de infiltração e retenção de água, 

os teores de matéria orgânica (RILLIG et al., 1999). Conhecer os estoques de glomalina em 

diferentes ecossistemas pode ajudar a compreender melhor sua dinâmica (SOUSA et al., 

2012) e suas relações com a estabilidade dos agregados e com os estoques de carbono do solo, 

principalmente em solos pouco desenvolvidos. 

A formação e estabilização dos agregados estão também ligados à ação dos fungos que 

através do crescimento de hifas e secreção de substâncias, em especial a glomalina, contribui 

nesse processo. As comunidades de fungos micorrízicos arbusculares (FMA’s) organismos 

que influenciam na produção de glomalina e consequentemente nas concentrações de carbono 

no solo (NOBRE, 2014).  

4.2.3 Enzimas do Solo 

Os processos biogeoquímicos, que resultam na ciclagem de nutrientes, são mediados 

pelos microrganismos, raízes das plantas e animais do solo. Todas as reações bioquímicas 

envolvidas nesses processos são catalisadas por enzimas intra ou extracelulares 
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(TABATABAI, 1994). As enzimas catalisam todas as reações metabólicas intracelulares que 

ocorrem nos seres vivos. Além disso, as enzimas extracelulares desempenham papel 

fundamental, atuando em várias reações hidrolíticas e oxidativas que resultam na 

decomposição de resíduos orgânicos (ligninases, celulases, proteases, glucosidases, 

galactosidases), ciclagem de nutrientes (fosfatases, sulfatases, urease), formação da matéria 

orgânica do solo e da estrutura do solo (MENDES et al., 2019). 

O impacto do biochar na atividade enzimática do solo depende do tipo de solo, da sua 

interação com os substratos alvos das enzimas, do pH ideal da enzima alvo (BAILEY et al., 

2011). Por sua vez, o efeito do pH depende da composição química do resíduo, que também 

pode influenciar os nutrientes do solo (FOSTER et al., 2016).  

O biochar possui potencial de neutralização da acidez do solo, tornando o meio 

propicio para os microrganismos e também favorece o aumento de carbono orgânico. Assim 

melhora a retenção de nutrientes que se tornam acessíveis aos microrganismos na superfície 

da partícula do solo (LEHMANN et al., 2011).  

A atividade enzimática do solo é um bom indicador de sua qualidade porque é sensível 

a alterações. As enzimas como β-glucosidase e urease podem ser consideradas como um 

indicador de qualquer perturbação no solo e desempenham um papel importante na 

transformação de carbono e outros nutrientes (JAIN et al., 2016).   

A enzima β-glucosidase hidrolisa os resíduos da celobiose, atuando no processo final 

da decomposição da celulose (EIVAZI; TABATABAI, 1988); podem ser indicadores sensíveis 

a irrigação do solo, as condições de temperatura e de umidade, sendo sensíveis a impactos no 

solo. O aumento da enzima β-glucosidase acompanha o incremento da matéria orgânica do 

solo (MOS), quando a MOS começa a se consolidar em materiais mais recalcitrantes e 

estáveis, os microrganismos podem se multiplicar (ABRIL et al., 2005; PAUL; CLARK, 

1989, ABRIL, 2003, BIEDERBECK et al., 2005).  

A urease, outro importante indicador enzimático de qualidade do solo, participa da 

mineralização do nitrogênio, um dos principais nutrientes exigidos pelas plantas. Esta é uma 

enzima que realiza a hidrólise da uréia em dióxido de carbono e amônia (TABATABAI; 

BREMNER, 1972). 

Portanto, a utilização e estudo sobre a influência do biochar nas culturas e seu 

desempenho no solo são de extrema importância, onde objetiva-se alta produtividade 

agredindo o mínimo possível o meio ambiente. O estudo dos efeitos do biochar sobre as 

propriedades microbianas do solo é de fundamental importância, uma vez que essa é uma 
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variável sensível as mudanças do meio e é indicadora da qualidade do solo (KHADEM; 

RAIESI, 2017).    

As relações de diversidade microbiana nos solos com biochar também foram pouco 

abordados, porém estudos têm mostrado que ambas as técnicas tradicionais de isolamento de 

microrganismos do solo, como também técnicas moleculares independentes de cultivo, que 

possibilitam o melhor acesso a diversidade microbiana no solo (CHEN et al., 2013; 

NAVARRETE et al., 2010).  
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

O presente projeto de dissertação está vinculado ao projeto de pesquisa “Biochar em 

solos sob plantio de eucalipto: aspectos agronômicos e ambientais”  vinculado ao contrato de 

parceria técnica Campos Verdes Agroflorestal/Embrapa - Biochar - SAIC/AJU n° 

21500.16/0145-6, projeto co-Financiado na Embrapa 33.17.00.031.00.00 (código no Sistema 

Embrapa de Gestão), que foi inicialmente coordenado pela Claudia Maia e atualmente pela 

Lucília. A empresa Campos Verde Agroflorestal que é associada ao Grupo 

SLB (http://www.slbgroupe.com), do qual faz parte a SLB do Brasil.  

5.1 ÁREA EXPERIMENTAL 

O experimento foi realizado na Fazenda Esperança, propriedade da Urophylla 

Agroflorestal Ltda, associada à SLB do Brasil, localizada em São Jerônimo da Serra, Paraná, 

23º47’33’’ S 50º 39’ 16” W, em altitude média de 1.116 metros. A área apresenta um relevo 

variando de plano (0% a 3% de declividade), suave ondulado (3% a 6% de declividade) e 

suave ondulado a ondulado (6% a 10% de declividade) (figura 2).  

O clima na região é classificado como Cfb, segundo Köppen, quente e temperado. A 

temperatura média é 17,9 °C e a pluviosidade média anual de 1442 mm.  

Figura 2:  Vista aérea da área experimental de estudo (delimitada pela caixa vermelha). 

 

Fonte: Google Earth. 

http://www.slbgroupe.com/
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O solo é um Latossolo Vermelho- Amarelo, distrófico típico, de textura argilosa, 

(DOS SANTOS et al., 2018), com horizonte A úmido. Antes do plantio de eucalipto, a área 

encontrava-se mantida com o cultivo de Braquiária (Brachiaria spp) para fins de pastejo.  

5.2 ADUBAÇÃO E PLANTIO 

Para caracterização química inicial da área, coletaram-se 48 amostras indeformadas na 

camada de 0-10, 10-20, e 20-40 cm ao longo do relevo. Baseado nos resultados de análise 

química do solo (Tabela 1) calculou-se a calagem para eucalipto através do seguinte 

procedimento (GONÇALVES, 1995): 10{[20-(Ca+Mg)]/PRNT}, em T/ ha-1. Sendo Ca+ Mg, 

dados em mmolc/dm3 solo. Obteve-se a média de 1,625 cmolc/dm3 de Ca+Mg, para a camada 

0-20 cm, ou 16,25 mmolc/dm3. Considerando um PRNT de 100%, chegou-se a: 10{[20-

(16,25) / 100} = 375 kg/ ha-1, a ser incorporado na camada 0-20 cm.  

Tabela 1: Análise química de rotina e análise granulométrica de amostras da área experimental. pH= Potencial 

hidrogeniônico; Ca2+=Cálcio; Mg2+= Magnésio; Al3+= Alumínio; K+=Potássio; H+Al=acidez potencial; P= 

fósforo. 

 

A adubação foi feita com auxílio de matraca. Três doses de adubo NPK foram 

adotadas: zero; 120 g por árvore (dose de adubação reduzida) e 150 g por árvore (dose de 

adubação completa) distribuídas em duas covas de 60 ou 75 g cada, a 10 cm da muda, no 

sentido da linha. O adubo usado foi NPK 4:42:6, composto de mono-amônio fosfato (MAP), 

superfosfato simples e cloreto de potássio. As mudas de eucalipto (clone 144 do hibrido E. 

urograndis) foram transplantadas no sistema rocambole no dia sete de novembro de 2017. 

5.3 APLICAÇÃO DE BIOCHAR 

O biochar foi produzido a partir de pequenos cavacos de eucalipto, da madeira de 

debaste de quatro anos de florestas de eucalipto, pirolisada lentamente, em pirolizador 

SuperChar 1000, Carbon Gold@, na temperatura de 450 ºC durante 8 horas. O biochar 

apresentou 0,16 Mg m-3 de densidade, 1,57 Mg m-3 de densidade de partícula. O biochar 

apresenta os seguintes compostos: 8,34% Cinzas (base seca); 3,63 % Umidade; e 27,75% de 

material volátil. O pH CaCl2 foi de 6,14.  O material foi moído até obter tamanho de 

partículas menores que 10 mm.  
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Na data de 10 de outubro de 2017, o biochar foi aplicado a lanço na superfície do solo, 

em uma faixa de 1,0 m, estando a linha de plantio no centro desta faixa e em 16 de outubro de 

2017 incorporou-se o biochar ao solo, na profundidade de 0,15m, com duas passagens de 

grade de disco ajustada na largura de 1 metro. Cada planta de eucalipto recebeu a aplicação de 

1 kg de biochar, resultando em 9 kg aplicados por sulco de plantio. A dose de biochar 

utilizada para todo o experimento foi de 3,23 Mg ha-1. 

5.4 DESENHO EXPERIMENTAL 

O desenho experimental instalado foi em blocos casualizados em parcelas 

subdivididas, com esquema fatorial 2x3 sendo com e sem biochar e foram estabelecidos três 

tratamentos: sem fertilizante; dose de fertilizante reduzida em 20% e dose de fertilizante 

comercial completa. O experimento foi dividido em parcelas variando os tratamentos: com 

aplicação de biochar na dose de 3,23 Mg ha-1 (B1) e sem aplicação de biochar (B0). Os 

tratamentos secundários foram: sem adubação (F0),  adubação completa  (150 g planta-1 de 

04-42-06 de NPK aos 15 dias da cultura do eucalipto (F2), 200g planta-1 de 15-05-30 de NPK 

+ 1% de B e Zn aos 90 dias e 110 g planta-1 de KCl aos 9 meses) e adubação reduzida  (uso de 

apenas 80% da adubação completa) (F1). Contendo 4 blocos, sendo 6 parcelas por bloco, 

totalizando 24 parcelas experimentais (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 

 

Figura 3: Layout do experimento. 

 

 

 

 

 

 

As parcelas são formadas por 4 linhas de plantio contendo nove árvores definitivas e 

oito mudas que foram temporárias, que foram retiradas aos 3 meses de idade para avaliação 

de raízes e coleta de solo rizosférico. 

O espaçamento entrelinhas foi de 3 m e entre mudas 1,5 m, sendo que o espaçamento 

entre mudas definitivas é de 3 m. Todas as parcelas foram totalmente cercadas por uma linha 

de bordadura. 

 5.5 AVALIAÇÕES MICROBIOLÓGICAS REALIZADAS 

Foram realizadas três coletas de solo (tabela 2), utilizado para a amostragem de solo  

as linhas centrais de plantio, especificamente nas 8 plantas centrais (figura 4) e 8 pontos em 

zigue- zague aleatoriamente na parcela, próximo às mudas de eucaliptos, sendo coletadas com 

o trado holandês (0- 10 cm), oito amostras simples dentro de cada parcela para formar uma 

amostra composta. Posteriormente acondicionado em caixa térmica com gelo até a chegada ao 

Laboratório de Biologia Molecular Microbiologia (SULEIMAN et al., 2013). O solo foi então 

peneirado, em peneira de 2 mm para remoção de raízes. 

 

Sem biochar e sem adubação. (SBSF) 

Sem biochar e 20% reduzido de 

adubação. (SBFR) 

 

Sem biochar e dose completa de 

adubação. (SBFC) 

 

Com biochar e dose completa 

de adubação. (CBFC) 

Com biochar e sem 

adubação. (CBSF) 

Com biochar e 20% reduzido 

de adubação. (CBFR) 
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Figura 4: Croqui coleta de solo microbiológico, o solo amostrado em zigue – zague, com 8 pontos aleatórios 

próximos as plantas. Solo das 8 plantas centrais como demonstra o croqui usado a cima pela equipe da UEPG, 

sendo as 8 plantas centrais das 2 linhas centrais, com marcação em marrom. O retângulo representa o limite da 

parcela. 

 

5.5.1 Avaliações Biológicas 

Foram determinadas as atividades das enzimas relacionadas com o ciclo 

biogeoquímico do carbono, nitrogênio, denominadas β-glucosidase e Urease, 

respectivamente, assim como quantificado o carbono da biomassa microbiana, a respiração 

basal e a glomalina, além do número mais provável dos amonificadores, oxidantes de nitrito e 

fixação biológica de nitrogênio.  Tais analises foram realizadas no Laboratório de Biologia 

Molecular e Microbiana (LABMOM) da UEPG, e no Laboratório de Microbiologia do solo 

da Embrapa Florestas. 

5.5.1.1 Determinação da atividade enzimática da urease 

Determinada segundo método descrito por Kandeler e Gerber (1988). Após 

acondicionar 5g de solo em frascos (Frascos de 50 mL) com tampa, foi adicionado 2,5 mL de 

solução de ureia (0,1 mol L-1) ou 2,5mL de água destilada no caso do tubo branco. 

Posteriormente, foi adicionado 20 mL de tampão borato (pH 10) (30g de tetraborato de-sódio 

(livre de água) – ajuste de pH com NaOH (20%)). Após incubação das amostras a 37 °C por 2 

horas, a reação foi interrompida pela adição de 30 mL da solução de KCl acidificado (1M)      

( 74,6g de KCl em 300 mL de água destilada e adicionado 10 mL de 1M HCl (32% HCl = 10 

M) / 1000 mL)  e agitado por 30 minutos a 25ºC – 28ºC. 

Imediatamente após adicionar a solução do KCl (1M) no branco, adicionou -se 2,5 mL 

da solução de ureia. Após a agitação alíquotas de 1,4 mL da suspensão de solo foram 

transferidas para microtubos de 2 mL e centrifugadas a 22.000 G-force/100mm por 10 min. 

Em seguida, 1 mL do sobrenadante foi retirado e misturado com 9 mL de água destilada, 5 

mL da solução salicilato (5%) / nitroprussiato de sódio (0,1%) / hidróxido de sódio (0,12%) e 
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2 ml da solução de dicloroisocianúrico de sódio (0,1%), deixando 1 hora em repouso em 

temperatura ambiente. Então, mediu-se a densidade ótica a 690 nm em espectrofotômetro 

Shimadzu UV-1800. Todas as análises foram feitas em triplicata biológica.  

  Para a curva de calibração realizada em um tubo de ensaio de vidro, foi preparada uma 

solução estoque de 100 µg NH4-N mL-1, a partir da adição de 1 mL da solução de cloreto de 

amônio (1000 µg NH4-N mL-1) a 9 ml da solução de KCl (1M). Essa solução foi diluída 10X, 

resultando na solução que foi usada para elaborar a curva de calibração apresentada na Tabela 

2.  

Tabela 2: Curva de calibração para determinação da concentração de amônio. 

Concentração de 

NH4-N (µg mL-1) 

Cloreto de amônio (10 µg 

NH4-N mL-1) (mL) 

Água destilada 

(mL) 

0,00 0 9,00* 

0,50 0,5 9,50 

1,00 1,0 9,00 

1,25 1,25 8,75 

1,50 1,50 8,50 

1,75 1,75 8,25 

2,00 2,00 8,00 

*Adiciona 1 mL da solução de KCl (1M) para atingir o volume final de 10mL. 

 A cada diluição foi adicionado os 5 mL da solução salicilato (5%) / nitroprussiato de 

sódio (0,1%) / hidróxido de sódio (0,12%) (1:1:1) e 2 mL da solução de dicloroisocianúrico 

(0,1%) deixando 1 hora em repouso em temperatura ambiente. Fez-se a leitura como 

mencionado para as amostras. 

Para calcular a atividade da enzima urease, baseada na determinação da reação:         

(NH₂) ₂CO + H2O - > CO2 + 2NH4 (N amoniacal), foi aplicada a seguinte formula:         

   µg NH4-N g-1 seco h-1= ((A - B) / F) x V x D                                                 (5) 

                                                                   M x ms 

A = absorbância da amostra 

B =   absorbância do padrão (branco) 

F =   equação da reta (coeficiente angular) 

V= volume da amostra/ reagentes 

D = fator de diluição geralmente é 10x  

M =   peso do solo analisado (5g) 

ms (massa seca) = fator da matéria seca (umidade). 
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5.5.2 Determinação da Enzima Beta -Glucosidase 

A atividade da enzima Beta -Glucosidase foi determinada seguindo a metodologia 

descrita por Tabatabai (1982) e adaptada por Eivazi e Tabatabai (1988). Essa baseia-se na 

determinação do p-nitrofenol liberado após incubação do solo com substrato p-nitrofenil 

glucosidade. Um grama de solo (livre de resíduos orgânicos) foi colocado num frasco de 50 

mL, seguido de 4 mL de MUB a pH 6.0 ( MUB = 12.1g de THAM (Tris (hydrxymethyl) 

aminomethan), 11.6g de ácido maleico, 14.0g de - ácido cítrico monohidratado, 6.3g de ácido 

bórico, 488 mL de hidróxido de sódio (1M), completando para 1000mL com água destilada). 

Posteriormente 2,0 mL de para-nitrofenol (PNG, 0,1 %), foi adicionado a todos os 

frascos excetos nos controles (branco) e o frasco incubado por uma hora a 37º C com tampas 

de borracha (para evitar evaporação). Então foi adicionado 1 mL de CaCl2 (0,5 M) e 4 mL de 

THAM (12.2 g de Tris-Hydroxymethyl-Amino-Metano (THAM) em 1000 mL de água 

destilada, ajustando o pH para 12, com NaOH 0.5M (aproximadamente 15 mL)) a pH 12. Por 

fim, 1 mL de PNG foi adicionado aos controles, e as amostras foram filtradas usando papel de 

filtro Whatman nº. 2. A leitura da densidade óptica foi feita a 420 nm no espectrofotômetro 

Shimadzu UV-1800. Diluições foram realizadas em água destilada, quando necessário. 

Para calcular a atividade da enzima beta – glucosidase, a qual catalisa a seguinte reação:  

Glicosídeo-R + H2O -> glicose + R-OH, foi aplicada a seguinte formula: 

                      g p-nitrofenol /g x h = (A - B) x F x D                                                             (6) 

                                                                  M x ms 

A = absorbância da amostra 

B =   absorbância do padrão (branco) 

F =   equação da reta (coeficiente angular) 

D = fator de diluição geralmente é 10x  

M =   peso do solo analisado (1g) 

ms (massa seca) = fator da matéria seca (umidade). 

Obs.: Para cada amostra foi realizado 3 repetições biológicas mais o controle. 

Para a curva padrão da beta -glucosidase, foi preparado a solução estoque de p-

nitrofenol (para-nitrofenol), dissolvendo 5 g de p-nitrofenol (Sigma 104-8) em 500 mL de 

H2O destilada, armazenado sempre em geladeira a solução. Para preparar a curva foi então 

diluído 1mL da solução estoque padrão em 100 mL de água destilada num balão volumétrico 

(= “Solução padrão diluída”), a partir dela pipete-se  alíquotas de  0, 1, 2, 3, 4 e 5 mL da 

“solução padrão diluída” em erlenmeyers de 50 mL, completando com água destilada para 

5mL (explicando melhor a preparação da curva tabela 3) e procede como se fosse uma 
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amostra de solo, ou seja adiciona 1 mL de CaCl20.5M; 4mL de NaOH, mistura e filtra. Essas 

alíquotas representarão 0, 10, 20, 30 40 e 50 ug de p-nitrofenol. 

Tabela 3: Curva de calibração para determinação da concentração de p-nitrofenol. 

Concentração 

(ug de p-nitrofenol) 

mL de água mL de solução padrão 

diluída 

CaCl2(

mL) 

NaOH 

(mL) 

0 5 0 1 4 

10 4 1 1 4 

20 3 2 1 4 

30 2 3 1 4 

40 1 4 1 4 

50 0 5 1 4 

** Observação importante:  Se as amostras excederem o ponto da curva padrão referente a 50 ppm 

(ug/l), as amostras devem ser diluídas preferencialmente com THAM 0.1 M, pH=10 ou com água destilada, 

até que a leitura caia dentro dos limites da curva de calibração. 

5.2.3 Determinação do Carbono da Biomassa Microbiana (BMC) 

       Para a determinação do carbono da biomassa microbiana do solo utilizou-se adaptação 

da metodologia de fumigação-extração proposta por Vance e colaboradores (1987). O 

processo de fumigação consistiu em incubar 20 g de solo úmido das amostras em dessecador 

ligado a bomba a vácuo, sob atmosfera de clorofórmio, retirando-se o ar do interior do 

dessecador com auxílio de uma bomba de vácuo, repetindo esta operação até a percepção do 

borbulhamento dos 50 mL de clorofórmio. Após 18 horas de fumigação no escuro, as 

amostras fumigadas e não fumigadas segue-se o mesmo procedimento das amostras 

fumigadas, apenas foi substituído o clorofórmio por água destilada no dessecador, após 

seguiram para o processo de extração. Para tal, foram adicionados 20 mL da solução de 

K2SO4 (0,5 M) com pH ajustado para 6,5–6,8 e os frascos foram agitados por uma hora em 

agitador horizontal a 220 rpm. Um volume de 20 mL de cada amostra foi transferido para 

tubos Falcon os quais foram centrifugados por 8 minutos a 448 G- Force/100mm. 

Posteriormente, o sobrenadante foi filtrado em papel filtro qualitativo e armazenado em 

freezer -20 Cº.   

      Os extratos filtrados foram utilizados para determinação do carbono microbiano por 

titulação. Sendo assim, 8 mL do extrato ou 8 mL da água (no caso do branco) foram 

transferidos para um Erlenmeyer de 250 mL. Em seguida foi adicionado 2 mL de dicromato 

de potássio (66mM) (para oxidar o carbono), 5 mL de ácido sulfúrico concentrado (para 

auxiliar na reação de oxidação).  

       Depois de resfriado em capela (em torno de 30 min) foi adicionado 40 mL de ácido 

orto-fosfórico (6,25%), 3 gotas de difenilamina (1%) diluída em ácido sulfúrico concentrado. 
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A titulação foi feita com sulfato ferroso amoniacal (33 mM), a partir da mudança de coloração 

de violeta para verde.  

      No método de fumigação-extração ocorre a liberação do carbono microbiano no solo 

pelo rompimento da parede celular dos microrganismos após a morte. O carbono microbiano 

é recuperado pela extração química na presença de sulfato de potássio, e posterior reação de 

oxidação do dicromato de potássio em meio ácido com sulfato ferroso amoniacal. O excesso 

de dicromato é titulado com o sulfato ferroso amoniacal, determinando a quantidade de 

dicromato utilizada na oxidação, assim, indiretamente a quantidade de carbono extraída 

(JENKINSON; POWLSON, 1976; SPARLING; WEST, 1988).  

Cálculo da concentração do Carbono extraído foi determinado pela fórmula: 

 BMC (ug C/g solo) = (V2 – V1) x M x 0,003 x 20 x 106 x F                                        (7) 

      8 x ms 

Onde: 

BMC = Carbono da biomassa microbiana 

V2 = volume de sulfato ferroso amoniacal gasto na titulação do controle (branco); 

V1= volume de sulfato ferroso amoniacal gasto na titulação da amostra; 

M = concentração molar do sulfato ferroso amoniacal 0,033 M; 

20 = volume da solução extratora de K2SO4 0,5M (20mL); 

0,003 = número de equivalentes – gramas (meq ou Eq) do C; 

8 = alíquota titulada do extrato 8mL; 

106 = conversão da unidade g para ug; 

ms = massa de solo seco; 

F = fator de padronização do sulfato ferroso amoniacal.  

5.2.4 Respiração Basal e Quociente Metabólico 

        A taxa respiração basal é estimada através da quantificação do CO2 liberado do solo 

durante um período de 7 dias de incubação, utilizando a metodologia proposta por Silva e 

colaboradores (2007). Amostras de 50 g de solo foram colocadas em recipientes de vidro de 

500 mL (frascos de conserva) hermeticamente fechados e, mantidas em estufa com 

temperatura entre 28ºC e 25Cº. O CO2 liberado foi capturado por 20 mL de uma solução de 

NaOH (1 M). Após 7 dias de incubação, o NaOH 1 M foi quantificado por titulação com 

solução de HCl (0,5 M), sendo adicionado imediatamente antes 2 mL de BaCl2 10% (m/v), 

para impedir que o Na2CO3 formado através do processo de respiração seja desdobrado em 

NaOH + CO2. Posteriormente, foram acrescentadas três gotas de indicador ácido/base 

fenolftaleína 1% (m/v) em etanol, realizando a titulação. Os dados da respiração basal do solo 

foram obtidos através da seguinte formula: 
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  RBS (mg C de CO2 Kg -1 solo hora -1) = {[Vb – Va) x M x 6 x 1000] / Ms}/T          (8) 

RBS= carbono oriundo da respiração basal do solo; 

Vb (mL) = volume de ácido clorídrico gasto na titulação dos brancos; 

Va (mL) = volume de ácido clorídrico gasto na titulação das amostras; 

M = molaridade exata do ácido clorídrico; (5 M HCl);  

Ms (g) = massa de solo seco;  

T = tempo de incubação das amostras em horas.  

 Para a determinação do cálculo do quociente metabólico do solo (qCO2) da respiração 

basal do solo usou – se a fórmula abaixo: 

qCO2(mg C - CO2- g -1 BMS – C.h-1) = RBS (mg C de CO2 Kg -1 solo hora -1)                    (9) 

              BMC (mg C. kg -1 solo). 10-3 

qCO2 = Quociente metabólico do solo; 

RBS = Respiração basal do solo; 

CBM= Carbono da biomassa microbiana.      

5.2.5 Determinação de Glomalina no Solo 

        A extração de glomalina facilmente extraível foi realizada seguindo a metodologia 

adaptada de Wright e Upadhyaya (1998) Amostras de 1 g de solo foram colocadas em tubos 

Falcon com capacidade para 15 mL e esses foram autoclavados por 30 minutos a 121ºC após 

a adição de 8 mL de citrato de sódio (20 mM, pH 7). Ainda quentes, os tubos foram 

centrifugados a 1798 G-Force/100mm por 20 minutos, e o sobrenadante coletado.  

       A extração da glomalina total foi realizada seguindo a metodologia de Wright e 

Upadhyaya (1998) adaptada. Amostras de 1 g de solo foram colocadas em tubos Falcon com 

capacidade para 15 mL e esses foram autoclavados por 60 minutos a 121ºC após a adição de 8 

mL de citrato de sódio (50 mM, pH 8). Esse procedimento foi repetido 4 a 6 vezes até a 

solução atingisse coloração clara, ou seja, após a coleta do sobrenadante, ao solo precipitado 

foi adicionado citrato de sódio novamente e o tubo centrifugado.  

A quantidade de glomalina foi determinada pelo ensaio de Bradford (BRADFORD, 

1976), usando soro albumina bovina como padrão e a leitura feita em espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 595 nm espectrofotômetro Metash– UV VIS 5100.  

 Para a curva padrão da glomalina utilizasse reativo de Bradford[] (BRADFORD, 

1976), o qual foi dissolvido 50 mg de Coomassie Brilhant – Blue G250 em 25 mL de etanol a 

95%, adicionado 50 mL de ácido fosfórico concentrado(P.A) (em capela), e completado com 
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água destilada suficiente para 100 mL, sendo está a solução estoque mantida em frasco âmbar 

a -4ºC, para uso, foi realizado a diluição (1:5) em balão volumétrico completando com água 

destilada. Para simular a concentração da glomalina extraída, utilizasse PBS doubbeccos 

0,0015 M/L pH 7,3 (5 g de cloreto de sódio; 0,2g de cloreto de potássio, 1,15g fosfato de 

sódio, 0,2g de fosfato de potássio) e BSA (soro albumina bovina) 1 mg/mL. Para montar a 

curva adicionou 1 mL de PBS nos 6 frascos que constitui a curva e fizemos a diluição 

sucessiva de BSA (1mL), (Tabela 4). 

Tabela 4: Curva Padrão de Soro Albumina Bovina. 

Tubos PBS Padrão BSA 

1 mg /mL 

[] dos tubos 

 (mL) (mL) mg/mL 

B 1 - - 

1 1 1,0 500 

2 1 1,0 do tubo 1 250 

3 1 1,0 do tubo 2 125 

4 1 1,0 do tubo 3 62,5 

5 1 1,0 do tubo 4 31,5 

 

 Após a diluição retirava-se 300 uL de cada tubo, adicionando em outro tubo de ensaio 

com 3 mL reativo de Bradford, homogeneíza e aguarda por 5 minutos para poder fazer a 

leitura como realizado nas amostras. 

5.5.6 Diluição Seriada 

Para realização da diluição seriada 10 g de cada amostra foram transferidas para 

frascos Erlenmeyer contendo 90 mL de solução salina estéril (0,85% NaCl) e agitados em 

agitador orbital por 20 minutos a 200 rpm. 

Em seguida, foi realizada uma diluição seriada transferindo-se 1 mL do sobrenadante 

para um tudo de ensaio contendo 9 mL de solução salina estéril (0,85% NaCl) (diluição 10-2), 

agitado em vórtex por 30 segundos, dando continuidade ao processo até a diluição 10-6, 

(Figura 5).  
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Figura 5: Esquema da diluição seriada. 

 

Fonte: Adaptado de CASAL et al., 2004. 

5.5.7 Quantificação de Microrganismos Amonificadores 

Os microrganismos amonificadores foram quantificados pelo método do número mais 

provável (NMP), adaptado nesse trabalho o método descrito por SARATCHANDRA (1978). 

Foi utilizada placa de Elisa com 96 poços e o meio cuja composição encontra-se detalhada na 

Tabela 5.  

Tabela 5: Composição para o meio de cultura para microrganismos amonificadores. 

Meio de cultura para microrganismos Amonificadores* 

Reagentes g/L** 

Ácido casamino (arginina ou caseína hidrolisada) 10,0  

Extrato de levedura 0,1  

Fosfato de potássio monoácido (K2HPO4) 1,0  

Sulfato de magnésio (MgSO4.7H2O) 0,1  

Sulfato ferroso (FeSO4.7H2O) 0,01  

Sulfato de manganês (MnSO4.4H2O) 0,01  

Fenol vermelho 0,02  

 

Fonte: SARATHCHANDRA, 1978. 

*Ajustar o pH para 6,5 com solução de KOH ou HCl; **Diluir em 1 litro de água destilada; 

 Na placa de Elisa foram avaliadas as diluições 10-2 à 10-6 e o controle (C), contendo 

apenas o meio dos amonificadores (220 uL). Nos poços das diluições foi adicionado 200 uL 

de meio e 20 de amostra. Foram realizadas quatro repetições de cada diluição do controle, e 

cada placa pôde ser utilizada para analisar 4 amostras de solo (figura 6).  
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Figura 6: Ilustração da placa utilizada para realizar os testes das diluições seriadas dos solos amostrados.  

 

 

Após 5 dias de incubação a 28ºC, no controle o meio se mantinha com a coloração 

alaranjada e caso houvesse o crescimento bacteriano e a produção de amônia a partir da 

reação (R-N2 → NH4
+) o meio se tornava rosa. Isso ocorre por conta da presença do indicador 

vermelho de fenol no meio, o qual se torna rosa em pH acima de 7,0. 

A mudança de cor foi avaliada de forma visual. O número estimado de 

microrganismos amonificadores foi calculado e adaptado nesse trabalho método de NMP de 

Saratchchandra (1978) usando a tabela de número mais prováveis do método de Hungria e 

Araújo (1994). 

5.5.8 Quantificação de Microrganismos Nitrificadores 

Os microrganismos nitrificadores foram quantificados pelo método do número mais 

provável (NMP), adaptando-se o método de Hungria e Araújo (1994), utilizando o método de 

diluição seriada de 10-2 a 10-6 em solução salina. Foi utilizada placa de Elisa e o meio de 

Cultura para Oxidantes de Nitrito (NO2
-) descrito por Belser (1977), modificado por Schmidt 

e Belser (1982) e adaptado nesse trabalho (tabela 6).  

A distribuição das diluições e controle assim como os volumes usados nas placas de 

Elisa são os mesmos descritos no item anterior (5.5.7). 

 

 

 

2 amostra 

3 amostra 4 amostra 

1 amostra 
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Tabela 6: Composição para as soluções estoque e para o preparo do meio de cultura para microrganismos 

nitrificantes. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: SCHMIDT; BELSER, 1982. 

*Ajustar pH para 6,5 com solução de KOH ou HCl; 

**De acordo com a Tabela 7; 

 

Tabela 7: composição da solução de micronutrientes utilizada para preparo do meio de cultura para 

microrganismos nitrificantes. 

Solução de Micronutrientes 

Reagentes mg/100 mL* 

NaMoO4.2H2O 10 

MnCl2 20 

CoCl2.6H2O 0,2 

ZnSO4.7H2O 10 

CuSO4 2 

*Diluir em 100 mL de água destilada; Preparar individulamente;  

As placas foram incubadas no escuro à 25ºC por 6 a 8 semanas. Para revelar o teste foi 

adicionada uma gota de diazotizing reagente (0,5g de sulfanilamida diluídos em 100 mL de 

HCl 2,4 N) e uma gota de coupling reagente (0,3g de N-(1-naphthyl)-ethylenediamine 

hydrochloride diluídos em 100 mL de HCl 0,2 N). 

A presença de microrganismos oxidantes de nitrito, ou seja, aqueles capazes de 

realizar a seguinte reação: 2NO2
- +O2 -> 2NO3

-, foi verificada a partir de uma análise visual 

(figura 7). A presença do meio incolor indicava a presença de NO3ˉ no poço, gerado a partir 

da presença de bactérias oxidantes de NO2ˉ. Se a coloração se apresentava rosa, isso indicava 

a ausência de bactérias oxidantes de NO2ˉ na diluição de solo analisada. 

 

 

 

 

Meio de cultura para microrganismos Nitrificantes* 

Reagentes 
Meio de cultivo (mLsol. est./L) 

Oxidantes de NO2
- 

1  KNO2 

CaCl2.2H2O 1 

MgSO4.7H2O 5 

K2HPO4 (0,2 M) 4 

KH2PO4 (0,2 M) 1 

Solução de Micronutrientes** 1 
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Figura 7: Teste para microrganismos oxidantes de nitrito. Os poços transparentes indicam a presença de 

oxidantes de nitrito (NO2
-) e os poços de cor purpura indicam a ausência dos mesmos. 

 

5.5.7 Fixação de Nitrogênio: 

  Os microrganismos fixadores de nitrogênio foram quantificados pelo método do 

número mais provável (NMP) utilizando o método de diluição seriada de 10-2 a 10-6 em 

solução salina como descrito por Döbereiner e colaboradores (1995).  

  Uma alíquota de 100 µL de cada diluição (10-1, 10-2, etc) foi inoculada em triplicata, 

em frascos de 10mL contendo 3 mL de meio NFb semissólido livre de nitrogênio 

(DÖBEREINER; DAY, 1976; DÖBEREINER et al., 1999) (tabela 8) e os frascos foram 

incubadas em estufa a 30ºC.  

Do terceiro ao sétimo dia de incubação, os frascos foram avaliados para verificação de 

formação de película. A partir da determinação do número de frascos que apresentavam 

película em cada diluição e a utilização da tabela de Mac Crady (BRASIL,2003) foram 

quantificadas as bactérias diazotróficas. 
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Tabela 8: Composição do meio de cultura NFb em sua forma semissólida. 

Meio NFb semisólido 

Composto 
Quantidade usada 

em 1L de meio 

Ácido Málico 5g 

Fosfato de Potássio Dibásico 0,5g 

Sulfato de Magnésio Heptahidratado 0,2g 

Cloreto de Cálcio Dihidratado 0,02g 

Azul de Bromotimol 0,5% em 0,2N de KOH 2 mL 

Solução de Micronutrientes ** 2 mL 

Solução de EDTA de Ferro 1,64% 4 mL 

Solução de Vitamina (Biotina)* 1 mL 

Agar 1,8 g 

Extrato de Levedura - 

 

Fonte: DÖBEREINER; DAY, 1976; DÖBEREINER et al., 1999. 

*  Solução de vitamina (Biotina 10 mg, Piridoxina 20 mg dissolvido em 100 ml de Água Estéril), deve ser 

adicionada durante o preparo para inoculação; não deve ser fervido; 
** Tabela 9 de solução de micronutrientes.  

***Ajustar o pH para 6,5 com solução KOH (10%) ou solução H2SO4 (5%);  

****Diluir em 1 litro de água destilada 

Tabela 9: composição da solução de micronutrientes utilizada no meio NFb 

Solução de Micronutrientes 

Reagentes g/L* mL/L 

Molibidato de ódio (Na2MoO4.2 H2O) 1 2 

Sulfato de Manganês (MnSO4.H2O) 1,175 2 

Ácido Bórico (H3Bo3) 1,4 2 

Sulfato de Cobre (CuSO4.5H2O) 0,04 2 

Sulfato de Zinco (ZnSO4.7H2O) 0,12 2 

*Diluir em água destilada; Preparar individulamente;  
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6 ANÁLISE DOS DADOS 

Todas as análises foram realizadas utilizado pacote ExpDes.pt (R Core Team, 2017). 

Os resultados foram submetidos ao teste de homogeneidade e normalidade de Shapiro - Wilk 

e quando adequados, submetidos à análise de variância, apresentando significância, as médias 

foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).  
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7 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Foram realizadas três coletas de solo ao longo do desenvolvimento do eucalipto: aos 

três, doze e vinte quatro meses após o plantio, período em que a planta necessita de uma 

demanda maior de nutrientes. Amostras compostas de solo coletadas de 0-10cm foram 

submetidas as seguintes analises microbiológicas: enzimas β-glucosidase e Urease, 

quantificação do carbono da biomassa microbiana, respiração basal e glomalina, além do 

número mais provável dos amonificadores, oxidantes de nitrito e fixadores de nitrogênio.  

7.1 CARBONO DA BIOMASSA MICROBIANA (CBM), RESPIRAÇÃO BASAL, 

QUOCIENTE METABÓLICO E GLOMALINA  

A amostragem do solo em zigue zague foi utilizada para a avaliação do carbono da 

biomassa microbiana, respiração basal, e quociente metabólico do solo. Já para a glomalina, 

foi utilizada a amostragem do solo próximo as plantas centrais. 

A análise do carbono da biomassa microbiana tem como intuito avaliar a porção viva 

do carbono orgânico do solo, constituído por bactérias, arqueas e fungos, sendo que o 

compartimento da matéria orgânica do solo está diretamente influenciado por fatores bióticos 

e abióticos (KASCHUK et al., 2010).  

Na primeira coleta (3 meses após o plantio) o carbono da biomassa microbiana (CBM) 

apresentou valores estatisticamente (p <0,05) mais elevados na ausência de biochar (SB) 

(227,04 mg Cmic. Kg⁻¹ solo) do que na sua presença (tabela 10). Entre as doses de adubação 

não foi detectada diferença significativa.  

Tabela 10: Carbono da biomassa microbiana (CBM) do solo não rizosférico amostrado após o plantio do 

eucalipto (em mg Cmic. Kg¹ de solo), na presença de biochar (CB) e ausência de biochar (SB), variando as doses 

de adubação (SF – sem adubação, FR – Dose reduzida de adubação (80%), FC – dose completa de adubação). 

Amostragem 
 

SF FR FC  

 

3 meses CB 178,28 b 
204,8 Ns 201,23 Ns 201,95 Ns 

CV 1%: 12,07 

SB 227, 04 a CV 2%: 11,04 

12 meses CB 
 

142,57 Nsb 55,72 Bb 201,26 Nsa CV 1%: 10,88 

SB 91,24 Nsb 269,16 Aa 225,48 Nsa CV 2%: 29,04 

24 meses CB 465,95 Ns 
332,28 Ns  437,74 Ns  370,07 Ns  

CV 1%: 65,25 

SB 294,1 Ns CV 2%: 44,99 

Legenda: Letras em maiúsculo demonstram o desdobramento da interação de adubação dentro da presença ou 

ausência de biochar, letras em minúsculo desdobramento da interação de biochar dentro de das doses de 

adubação, Ns = não significativo. Teste de Tukey (p<0,05). 
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Doze meses após o plantio (tabela 10), o tratamento com biochar e fertilizante 

reduzido (CBFR) foi o que apresentou valores superiores de CBM (269,16 mg Cmic. Kg-¹ 

solo) quando analisada a adubação dentro da presença ou ausência de biochar (tabela 10 – 

letras maiúsculas). Já os valores do CBM que obtiveram o valor mais elevado ao se analisar o 

biochar dentro das adubações, tanto para SB ou CB, foram os tratamentos com dose completa 

de adubação (FC) 201,26 mg Cmic. Kg¹ de solo (SBFC) e 225,48 mg Cmic. Kg¹ de solo 

(CBFC). 

Vinte e quatro meses após o plantio, os valores do CBM tiveram um aumento (tabela 

10) com biochar 465,95 mg Cmic. Kg¹ de solo, entretanto não foram observadas diferenças 

significativas entre os tratamentos. A biomassa microbiana é altamente sensível às mudanças 

nas práticas de manejo florestal e está intimamente relacionada à produtividade primária do 

ecossistema e à saúde do solo (WANG et al., 2017). O aumento da biomassa microbiana 

geralmente reflete o aumento da abundância microbiana e da diversidade da comunidade. 

Estudos mostraram que a idade do eucalipto tem um forte impacto na biomassa microbiana do 

solo e na estrutura da comunidade microbiana (LIU et al., 2018). 

O plantio de florestas influencia a biomassa microbiana que está diretamente 

relacionada a diversas funções do solo, entre elas a decomposição de resíduos orgânicos, a 

ciclagem e disponibilização de nutrientes, solubilização de nutrientes, estruturação do solo e 

manutenção dos estoques de carbono do solo, constituindo-se de um atributo de rápida 

resposta em situações de estresse ambiental (NOGUEIRA et al., 2006). A biomassa 

microbiana representa ainda o compartimento do solo onde a ciclagem de carbono ocorre de 

forma mais rápida, permitindo o estudo do fluxo desse nutriente (GAMA-RODRIGUES et 

al., 2008).  

A presença de biochar leva ao equilíbrio bactéria/fungo acarretando o aumento da 

decomposição de fontes de carbono recalcitrantes e consequente aumento da biomassa 

microbiana (MIN et al., 2015). Esse efeito é relatado em cultivo de algodão 

(EGAMBERDIEVA et al., 2010; MIN et al., 2015). 

Respiração basal é um índice metabólico que determina a intensidade com que os 

processos bioquímicos acontecem durante a decomposição pela ação dos microrganismos, 

servindo como indicativo da taxa de decomposição da matéria orgânica (BARROS, 2013). 

A respiração basal no solo 3 meses após o plantio com a presença de biochar ou 

ausência do mesmo não apresentou diferença estatística (tabela 11). Porém houve diferença 

estatística quando consideradas as doses de adubação, sendo obtidos valores maiores nas 

parcelas com a dose completa de adubação (FC) 1,81 μg C-CO2/Kg/h. 

http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0104-77602016000200137&script=sci_arttext#B2
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Tabela 11: Respiração basal do solo não rizosférico amostrado períodos após o plantio do eucalipto (em μg C-

CO2/Kg/h), na presença de biochar (CB) e ausência de biochar (SB), variando as doses de adubação (SF – sem 

adubação, FR – Dose reduzida de adubação (80%), FC – dose completa de adubação). 

Amostragem  SF FR FC  

3 meses 
 CB 1,57 Ns 

1,4 ab 1,39 b 1,81 a 
CV 1%: 15,71 

SB 1,49 Ns CV 2%: 20,64 

12 meses 
 CB 0,56 Ns 0,76 a 0,57 b 0,46 b CV 1%: 27,34 

SB 0,62 Ns    CV 2%: 15,13 

24 meses 
 CB 0,35 Ns 

0,38 Ns  0,35 Ns  0,30 Ns  
CV 1%: 31,98 

SB 0,34 Ns CV 2%: 24,59 

Legenda: Ns = não significativo, letras iguais não se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05). 

 Os tratamentos que não receberam adubação (SF) (tabela 11) apresentaram maiores 

índices de respiração basal doze meses após o plantio, 0,76 μg C-CO2/Kg/h (tabela 12 B). 

Para o fator biochar não houve diferença estatística significativa. 

Não houve diferença estatística na respiração basal entre os tratamentos vinte quatro 

meses após o plantio do eucalipto (tabela 11), entretanto, de forma geral, esse índice baixou 

em relação aos valores obtidos 12 meses antes. 

 A partir dos dados obtidos, pode-se visualizar que a respiração apresentava valores 

mais altos no início do plantio e reduziu ao longo dos 24 meses avaliados. O revolvimento do 

solo que ocorreu para instalar o experimento, propiciou um aumento da respiração basal, 

resultando no aumento da liberação de CO2. Posteriormente, com o passar dos meses houve a 

gradativa incorporação de resíduos (biochar) e estabilização do solo, com isso a atividade 

biológica tendeu a redução (KUZYAKOV, 2010). Outro fator que pode ter influenciado nos 

baixos índices de respiração basal é a natureza das folhas do eucalipto, as quais apresentam 

compostos alelopáticos que dificultam o processo de decomposição pelos microrganismos 

(SILVA; COSTA, 2004). Além disso, estes resíduos são mais difíceis de serem decompostos 

devido a presença de lignina e por não serem tão diversificados como os resíduos de mata 

nativa, resultando assim em menores valores de respiração (SILVEIRA, 2011). 

Segundo Wink e colaboradores (2013), em condições de estresse, os microrganismos 

derivam uma maior porção de energia para manutenção dos mecanismos celulares, ou seja, há 

um maior custo de manutenção ou taxa de respiração relativa, em detrimento ao crescimento 

da biomassa.   

Em estudo feito por Jakeleitis e colaboradores (2008), os valores da respiração basal 

em solo de mata nativa foi de 6,91 μg C-CO2/Kg/h, já Costa Neto e colaboradores (2015) 

encontraram valor de 1,04 μg C-CO2/Kg/h solo nas mesmas condições, entretanto Silveira 
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(2011) obteve em seu estudo valores de 2,2 μg C-CO2/Kg/h em solo seco de eucalipto nos 

anos iniciais e foram reduzindo com o passar dos anos.  

A atividade microbiana do solo determinada por Lazzaretti e colaboradores (2019), em 

seus estudos através da análise de respiração basal, apresentou menor valor na área 

correspondente ao eucalipto (de 8,37 μg C- CO2 /Kg/h) comparando a área de mata nativa 

(22,43 μg C- CO2/Kg/h). A respiração basal no solo de mata nativa é influenciada pela 

constante incorporação de resíduos, propiciando aumento da biomassa microbiana e da 

atividade biológica, resultando na liberação de CO2 (KUZYAKOV, 2010). 

Quando se realiza estudo da comunidade microbiana no solo, já é esperado encontrar 

valores maiores em áreas de vegetação nativa quando comparados com solos de áreas 

cultivadas, pois a microbiota é favorecida pela cobertura vegetal, proporcionando maior 

acúmulo de material orgânico e proporcionando uma maior fonte de nutrientes para que a 

comunidade microbiana se desenvolva (ALVES et al., 2011).  

A atividade microbiana pode ser uma característica importante quando se considera 

que a decomposição dos resíduos orgânicos irá disponibilizar nutrientes para as plantas. No 

entanto, uma baixa respiração basal do solo pode liberar menos carbono contido na matéria 

orgânica estável e comprometer os processos químicos e físicos do solo, como a agregação de 

partículas e retenção de água e nutrientes (ROSCOE et al., 2006). 

A partir dos dados de carbono da biomassa microbiana e respiração basal é possível 

estimar os valores do quociente metabólico (qCO2), correspondente à respiração basal por 

unidade de biomassa microbiana. O qCO2 constitui-se de uma medida de eficiência da 

biomassa microbiana na utilização dos substratos (ANDERSON, 2003). Ambas as variáveis, 

respiração basal e quociente metabólico, permitem avaliar o nível de estresse a que um 

ecossistema está sendo submetido, sendo possível avaliar a quão benéfica ou danosa é a 

prática de manejo utilizada. 

Houve diferença significativa no quociente metabólico (qCO2) da amostragem de 3 

meses após o plantio (tabela 12). O maior valor de qCO2 foi obtido na sem adubação (SF), 

seja com biochar: CBSF (14,69μg C-CO2/gBMC/h).  
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Tabela 12: Quociente metabólico (qCO2) do solo não rizosférico amostrado períodos após o plantio do eucalipto 

(em μg C-CO2/gBMC/h), na presença de biochar (CB) e ausência de biochar (SB), variando as doses de 

adubação (SF – sem adubação, FR – Dose reduzida de adubação (80%), FC – dose completa de adubação). 

Amostragem  SF FR FC  

3 meses 
CB 

 

14,69 Aa 2,69 Bc 11,9 Ab 
CV 1%: 

8,68 

SB 7,23 Bb 8,35 Aab 10,11 Ba 
CV 2%: 

12,07 

12 meses 
CB 5,82 Ba 1,96 Bb 2,49 Nsb 

CV 1%: 

10,76 

SB 20,69 Aa 3,32 Ab 2,04 Nsb 
CV 2%: 

13,07 

24 meses 
CB 0,88 Ns 

1,41 Ns 1,2 Ns 1,07 Ns 

CV 1%: 

60,13 

SB 1,58 Ns 
CV 2%: 

54,25 

 

Legenda: Letras em maiúsculo demonstra o desdobramento da interação de adubação dentro da presença ou 

ausência de biochar, letras em minúsculo desdobramento da interação de biochar dentro de das doses de 

adubação, Ns = não significativo, letras iguais não se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05). 

Na amostragem dos doze meses após o plantio observou-se diferença significativa 

ocorrendo interação entre biochar x adubação (tabela 12). Quando analisada a adubação 

dentro do biochar (tabela 12– letras maiúsculas) os valores do qCO2 foram maiores nos 

tratamentos sem biochar: SBSF (20,69 μg C-CO2/gBMC/h) e SBFR (3,32 μg C-

CO2/gBMC/h). Ao analisar o biochar dentro das adubações (tabela 13- letras minúsculas) a 

ausência de adubação (SF) foi superior em relação as outras doses de adubação: SBSF 

(20,69μg C-CO2/gBMC/h) e SBSF (5,82μg C-CO2/gBMC/h) Nos tratamentos com FC o 

qCO2 metabólico do solo é menor do que nas doses SF e FR. 

Na análise dos 24 meses de plantio (tabela 12), não houve diferença estatística entre os 

tratamentos, porém pode-se observar diminuição nos valores entre os tratamentos com o 

passar dos anos, principalmente na presença de biochar, indicando que o biochar auxiliou na 

estabilização do solo e na redução do qCO2 do mesmo. 

Quanto menor os valores de qCO2, maior é a estabilidade do ambiente encontrando-se 

mais próximo do equilíbrio, e quando os valores de qCO2 são mais altos trata-se de um 

ambiente com estresse e com menor aporte de materiais orgânicos (COSTA NETO et al., 

2015). Com isso pode-se observar que a área em estudo apresenta uma tendência da redução 

de seu qCO2 indicando ser um ambiente mais próximo do equilíbrio. Liang (2008) observou 

redução na respiração e aumento no C-biomassa microbiana com a aplicação de biochar e 

consequentemente aumento na eficiência qCO2 dos microrganismos.  
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A glomalina é a glicoproteína resultante da decomposição de esporos e hifas, sendo 

também excretada pelas hifas externas dos fungos micorrízicos (RILLIG et al., 2003, SOUZA 

et al.,2012). A glomalina está estreitamente correlacionada com a estabilidade de agregados, 

com o carbono e o nitrogênio do solo. A sua produção contribui também para o fornecimento 

de compostos orgânicos ao solo, como pelo acúmulo e estoque de matéria orgânica 

(NICHOLS; WRIGHT, 2005). 

Não houve diferença estatística entre os tratamentos em relação a quantidade de 

glomalina facilmente extraída e glomalina total do solo, vinte quatro meses após o plantio do 

eucalipto. 

Tabela 13: Glomalina do solo não rizosférico amostrado vinte quatro meses após o plantio de eucalipto (mg g-1 

de solo) , glomalina facilmente extraída (GFE), glomalina total (GT), na presença de biochar (CB) e ausência de 

biochar (SB), variando as doses de adubação (SF – sem adubação, FR – Dose reduzida de adubação (80%), FC – 

dose completa de adubação). 

GFE SF FR FC GT   SF 2,54 ns 

CB 3,28 Ns ns 2,86 Ns ns 2,78 Ns ns CB 2,46 ns FR 2,47 ns 

SB 2,9 Ns ns 3,14 Ns ns 3,18 Ns ns SB 2,51 ns FC 2,48 ns 

cv 1%  7,14     cv 1%  5,11     

cv 2% 9,5     cv 2% 10,97     
Legenda: Letras em maiúsculo demonstra o desdobramento da interação de adubação dentro da presença ou 

ausência de biochar, letras em minúsculo desdobramento da interação de biochar dentro de das doses de 

adubação, Ns = não significativo, letras iguais não se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05). 

Em revisão realizada por Sousa e colaboradores (2012) foram observadas maiores 

concentrações de glomalina em solos de floresta (até 60 mg g-1 da glomalina no solo), e 

menores quantidades em solos agrícolas, que apresentaram concentrações de glomalina 

facilmente extraída e glomalina total em torno de 0,5 a 3 mg g-1 solo. Em regiões semiáridas 

foram verificadas as concentrações mais baixas, não ultrapassando 0,3 a 0,6 mg g-1 solo. Em 

geral, o teor de glomalina está relacionado ao conteúdo de carbono orgânico do solo, no 

entanto, não estão evidentes quais fatores determinam suas respectivas taxas de acumulação. 

Além disso, sua produção é diretamente influenciada pelas características do solo, sistema de 

uso do solo, tipo de vegetação, práticas de manejo agrícola, dentre outros fatores (SOUSA et 

al., 2012). 

Os fungos tendem a predominar em solos ácidos, pois em solos alcalinos há uma 

maior concorrência entres estes (PRADE, 2007). Desse modo, como os fungos micorrízicos 

arbusculares são os responsáveis pela produção de glomalina (SOUSA et al., 2012). 
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7.2 ENZIMAS DO SOLO 

No intuito de avaliar o potencial do solo em produzir amônia a partir da ureia, foi 

analisada a atividade da enzima urease, utilizando a amostragem de solo em zigue zague. Essa 

enzima é produzida pelas plantas e bactérias (TABATABAI; BREMNER, 1972) e sua 

atividade tem se mostrado um bom indicador de qualidade de solo (MENDES et al., 2019). 

A atividade da urease do solo rizosférico com biochar (CB) coletado 3 meses após o 

plantio do eucalipto foi estatisticamente superior ao que não recebeu biochar (7,33 e 5,2 μg 

NH4-N g de solo-1 h-1, respectivamente, tabela 14). Wu e colaboradores (2012) também 

verificaram aumento significativo na atividade da urease na presença de biochar. No entanto 

Zhu e colaboradores (2017) detectaram pequenas alterações na atividade da urease, com a 

presença do biochar houve incrementos na atividade de urease e isto pode ter efeito direto 

numa maior mineralização de nitrogênio orgânico. 

Tabela 14: Atividade da enzima Urease em solo de eucalipto 3 meses após o plantio (em μg NH4-N g de solo-1 h-

1), na presença de biochar (CB) e ausência de biochar (SB), variando as doses de adubação (SF – sem adubação, 

FR – Dose reduzida de adubação (80%), FC – dose completa de adubação). 

Amostragem  SF FR FC  

Solo Rizosférico 
CB 7,33 a 6,47 ns 5,7 ns 6,35 ns 

CV 1%: 

23,31 

SB 5,02 b 
   

CV 2%: 

33,09 

Solo Não 

Rizosférico 

CB 
 

12,69 Ab 18,54 Aa 17,06 Ba 
CV 1%: 

6,48 

SB 10,07 Bns 10,96 B ns 10,86 Ans 
CV 2%: 

7,47 

Legenda: Letras em maiúsculo demonstra o desdobramento da interação de adubação dentro da presença ou 

ausência de biochar, letras em minúsculo desdobramento da interação de biochar dentro de das doses de 

adubação, Ns = não significativo, letras iguais não se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05). 

No mesmo período amostral foi feita a análise da enzima urease em solo não 

rizosférico, com diferença estatística entre os tratamentos e interação biochar x adubação, 

quando analisado adubação dentro do biochar (tabela 14– letras maiúsculas).  Os tratamentos 

CBSF (12,69 μg NH4-N g de solo-1 h-1), CBFR (18,54 μg NH4-N g de solo-1 h-1) e SFFC 

(10,86 μg NH4-N g de solo-1 h-1) apresentaram valores superiores para a enzima urease. Ao 

analisar o biochar dentro das adubações (tabela 14 - letras minúsculas) para SB não ocorreu 

significância entre as doses de adubação, entretanto CB a ausência de adubação (SF) SBSF 

(12,69 μg NH4-N g de solo-1 h-1) e CBFR (18,54 μg NH4-N g de solo-1 h-1) foram 

estatisticamente maiores em relação a dose completa de adubação. 
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Quando avaliado o solo não rizosférico doze meses após o plantio de eucalipto houve 

diferença estatística para a enzima urease e ocorreu interação entre adubação x biochar, 

biochar dentro das doses de adubação (tabela 15). Na ausência de biochar com a dose 

reduzida de adubação (SBFR) foi obtida a menor atividade da enzima urease (23,25 μg NH4-

N g de solo-1 h-1). Quando foram analisadas as doses de adubação dentro da presença ou 

ausência de biochar (tabela 15– letras minúsculas), na ausência de biochar não houve 

diferença estatística entre os tratamentos, porém o tratamento CBSF (28,32 μg NH4-N g de 

solo-1 h-1), apresentou atividade da urease significativamente maior. 

Tabela 15: Atividade da enzima urease do solo não rizosférico amostrados períodos após o plantio (em μg NH4-

N g de solo-1 h-1). na presença de biochar (CB) e ausência de biochar (SB), variando as doses de adubação (SF – 

sem adubação, FR – Dose reduzida de adubação (80%), FC – dose completa de adubação). 

Amostragem  SF FR FC  

12 meses 
CB  28,32 Nsa 17,12 Bb 20,31 Nsb CV 1%: 15,47 

SB 25,71 Ns ns 23,25 A ns 24,05 Ns ns CV 2%: 8,28 

24 meses 
CB 17 ns 

18 ns 14,68 ns 13,46 ns 
CV 1%: 54,5 

SB 13,74 ns CV 2%: 55,59 

 Legenda: Letras em maiúsculo demonstra o desdobramento da interação de adubação dentro da presença ou 

ausência de biochar, letras em minúsculo desdobramento da interação de biochar dentro de das doses de 

adubação, Ns = não significativo, letras iguais não se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05). 

Uma hipótese é que o solo está se estabilizando e o biochar acaba atuando como um 

micro- habitat, que necessita de um tempo maior para se estabilizar, podendo então fazer 

associação com a microbiota e estar relacionado a esse aumento da atividade, pois a urease é 

enzima que promove transformação de nitrogênio (HUANG et al., 2017; ZHANG et al., 

2017). 

Apesar de não terem sido observadas diferenças significativas entre os tratamentos, a 

atividade de urease reduziu após doze meses. Além disso, o coeficiente de variação entre os 

fatores analisados aumentou nessa amostragem realizada vinte e quatro meses após o plantio 

do eucalipto, demonstrando maior heterogeneidade na área.  

Wang e colaboradores (2015) analisando o impacto do biochar de palha de milho 

observaram um aumento significativo na atividade da enzima urease, pois o biochar 

apresentou compostos orgânicos e inorgânicos que afetaram as enzimas relacionadas ao ciclo 

do nitrogênio, isto também foi observado em estudo conduzido por Huang e colaboradores 

(2017) onde foi analisado o biochar de palha de arroz. 

Entretanto, Li e colaboradores (2017) relataram uma relação linear positiva entre 

nitrogênio total do solo e atividade da urease do solo. A aplicação de alto / baixo nível de 
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biochar diminuiu a capacidade de fixação do N, alterando o ambiente de inoculação e 

diminuindo o nitrogênio total do solo e, portanto, diminuindo a atividade da urease do solo 

durante o ensaio. Isso é consistente com a atividade da urease do solo que é 

significativamente reduzida (SAUERSTEIN; REUTER; 1988). 

A urease do solo pertence à família da hidrolase e, principalmente, acelera a hidrólise 

da ligação peptídica na molécula de matéria orgânica e serve como indicador do status do 

nitrogênio orgânico no solo (INSAM; 2001). Foi relatado que a atividade da urease no solo se 

relaciona positivamente com o nitrogênio orgânico do mesmo (INSAM; 2001). 

Os microrganismos do solo desempenham papel importante na ciclagem de nutrientes, 

via a decomposição de matéria orgânica na qual diversas enzimas estão envolvidas. A 

atividade dessas enzimas é sensível a alterações e tem sido utilizada como indicadores da 

qualidade do solo (LANNA et al., 2010). No entanto, poucos trabalhos têm estudado o efeito 

da aplicação de biochar na atividade enzimática do solo (ZHU et al., 2017). 

  Em estudos analisados por Lisboa e colaboradores (2012), foram encontrados valores 

semelhantes de urease nas áreas de mata nativa. É comum encontrar valores maiores de 

urease em áreas nativas quando comparadas com áreas de culturas, pois a microbiota do solo 

é favorecida pela cobertura vegetal, que propicia maior acúmulo de matéria orgânica, 

fornecendo mais nutrientes contribuindo para o crescimento da comunidade microbiana 

(SILVA et al., 2012). 

A enzima β-glucosidase hidrolisa os resíduos da celobiose, atuando no processo final 

da decomposição da celulose (EIVAZI; TABATABAI, 1988); portanto, mudanças na 

atividade dessa enzima podem indicar alterações na qualidade do solo. Ao avaliar a atividade 

da enzima β-glucosidase, houve interação entre os fatores analisados para ambos os tipos de 

solo coletados três meses após o plantio em solo rizosférico a presença de biochar e a 

fertilização completa (CBFC) aumentaram a atividade da enzima, atingindo a média de 77,31 

ug p-nitrofenol g-1 solo seco h-1 ( tabela 16– letras maiúsculas). Os outros tratamentos não 

tiveram diferença significativa. Já para adubação dentro do biochar, os tratamentos SBFR e 

CBFC apresentaram maior atividade da enzima. 

 

 

 



53 

 

 

Tabela 16: Atividade da enzima β-glucosidase do solo amostrado três meses após o plantio (em ug p-nitrofenol 

g-1 solo seco h-1), na presença de biochar (CB) e ausência de biochar (SB), variando as doses de adubação (SF – 

sem adubação, FR – Dose reduzida de adubação (80%), FC – dose completa de adubação). 

Amostragem SF FR FC   

Rizosférico  
CB 60,24 Ns b 63,48 Ns b 77,31 Aa CV 1%: 7,15 

SB 61,35 Ns ab 66,59 Ns a 53,15 Bb CV 2%: 7,01 

Não Rizosférico 
CB 187,85 Ba 212,94 Ns a 103,72 Bb CV 1%: 6,09 

SB 217,29 Aa 196,76 Ns ab 166,12 Ab CV 2%: 9,88 

Legenda: Letras em maiúsculo demonstra o desdobramento da interação de adubação dentro da presença ou 

ausência de biochar, letras em minúsculo desdobramento da interação de biochar dentro de das doses de 

adubação, Ns = não significativo, letras iguais não se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05). 

Houve um aumento na atividade da β-glucosidase na ausência de biochar em solo não 

rizosférico, sendo que os maiores valores obtidos nos tratamentos SF e FC 217,29 e 166,12 ug 

p-nitrofenol g-1 solo seco h-1 (tabela 16– letras maiúsculas), respectivamente. Ao analisar a 

influência da adubação, ganham destaque os tratamentos SBSF, CBSF e CBFR, com valores 

de 217,29; 187,85 e 212,94 ug p-nitrofenol g-1 solo seco h-1 (tabela 16– letra minúscula), 

respectivamente.  

Quando analisamos o solo não rizosférico doze meses após o plantio do eucalipto, 

houve diferença estatística para a atividade da enzima β-glucosidase e ocorreu interação entre 

adubação x biochar (tabela 17). Na ausência de biochar e com dose reduzida de adubação 

(SBFR) e dose completa (SBFC) foram detectados os maiores valores pra enzima β-

glucosidase (45,25 e 46,22 μg p-nitrofenol g de solo-1 h-1, respectivamente). Já quando 

analisadas as doses de adubação na presença ou ausência de biochar (tabela 17– letras 

minúsculas), somente os tratamentos SBSF e CBFC que apresentaram menor atividade da 

enzima. 
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Tabela 17: Atividade da enzima β-glucosidase do solo não rizosférico amostrado doze meses após o plantio (em 

ug p-nitrofenol g-1 solo seco h-1), na presença de biochar (CB) e ausência de biochar (SB), variando as doses de 

adubação (SF – sem adubação, FR – Dose reduzida de adubação (80%), FC – dose completa de adubação). 

Amostragem   SF FR FC   

12 meses  
CB   

  

32,07 Ns a 29,96 Ba 22,37 Bb CV 1%: 10,42 

SB 35,49 Ns b 45,25 Aa 46,22 Aa CV 2%: 10,2 

24 meses  
CB 4,17 Ns 3,68 Ns 

  

4,94Ns 

  

4,18 Ns 

  

CV 1%: 17,97 

SB 4,37 Ns CV 2%: 20,42 

 Legenda: Letras em maiúsculo demonstra o desdobramento da interação de adubação dentro da presença ou 

ausência de biochar, letras em minúsculo desdobramento da interação de biochar dentro de das doses de 

adubação, Ns = não significativo, letras iguais não se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05). 

A atividade da enzima β-glucosidase do solo não rizosférico amostrado 24 meses após 

o plantio não apresentou diferença estatística entre os tratamentos. Além disso, comparado 

com a atividade dos meses anteriores, os valores da enzima caíram bruscamente de uma 

amostragem para a outra. 

A β-glucosidase é uma enzima envolvida na mineralização do carbono a partir da 

degradação da matéria orgânica exógena (KADER et al., 2017). A atividade desta enzima está 

altamente associada à disponibilidade de substrato de carbono que é facilmente mineralizado 

sendo um condutor para as alterações da atividade enzimática que pode aumentar devido à 

adição de biochar (LUO; GU, 2016). O biochar altera a atividade enzimática uma vez que 

pode servir de substrato e essa alteração varia com a natureza dos resíduos e adsorve a enzima 

ao substrato para hidrolisá-lo (SUN et al., 2014; SWAINE et al., 2013).  

 7.3 QUANTIFICAÇÃO DE MICRORGANISMOS ENVOLVIDOS NO CICLO DO 

NITROGÊNIO  

A amostragem das plantas centrais foi utilizada para as amostras relacionadas ao ciclo 

do nitrogênio. Dentre os processos microbiológicos do ciclo do nitrogênio, destacam-se a 

fixação biológica do nitrogênio (FBN), realizada exclusivamente por microrganismos 

diazotróficos, a amonificação (transformação do N orgânico em N mineral ou inorgânico) e a 

nitrificação (conversão do amônio (NH4
+) a nitrato (NO3

-), consideradas como uma das etapas 

mais importantes do ciclo do nitrogênio (VARGAS; HUNGRIA, 1997; MOREIRA; 

SIQUEIRA, 2006; DIAS, 2016).   

A presença de comunidades microbianas e sua abundância no solo são fatores críticos 

na ciclagem de nutrientes no solo. O biochar fornece habitat adequado para microrganismos 

do solo (por exemplo, melhorando a umidade, aumentando o conteúdo da água, mitigando a 

compactação do solo etc.) (LAGHARI et al., 2016), também fornece nutrientes para o 
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crescimento (ZHU et al., 2017), melhorando assim a fertilidade e a produtividade do cultivo 

(SINGHETAL, 2015). 

Não houve diferença estatística no número de microrganismos amonificadores na 

presença ou ausência de biochar no solo não rizosférico amostrado três meses após o plantio 

do eucalipto, entretanto, um número maior de microrganismos amonificadores encontra-se 

presentes nas parcelas com fertilização completa (FC). Nessa condição foram detectados 9,5 

x106 UFC/ g de solo (tabela 18).  

Tabela 18: Número mais provável (NMP) de microrganismos amonificadores presentes no solo amostrado três 

meses após o plantio (em UFC g-1 de solo ), na presença de biochar (CB) e ausência de biochar (SB), variando as 

doses de adubação (SF – sem adubação, FR– Dose reduzida de adubação (80%), FC – dose completa de 

adubação).  

Amostragem  SF FR FC   

Rizosférico 

CB 
 

1,3 x103 Bb 1,3 x105 Ns b 1,5 x105 Aa 
CV 1%: 

92,19 

SB 1,04 x104 Ans 3 x105 Ns ns 2,7 x103 Bns 
CV 2%: 

121,28 

Não 

Rizosférico 

CB 
2,3 x104 

ns 
9,1 x105 b 1,5 x105 b 9,5 x106 a 

CV 1%: 

148,69 

SB 
5,6 x104 

ns 
CV 2%: 

144,35 

Legenda: Letras em maiúsculo demonstra o desdobramento da interação de adubação dentro da presença ou 

ausência de biochar, letras em minúsculo desdobramento da interação de biochar dentro de das doses de 

adubação, Ns = não significativo, letras iguais não se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05). 

No solo rizosférico do mesmo período amostral, o biochar só induziu o aumento do 

número de microrganismos amonificadores quando associado a fertilização completa (CBFC:  

1,5 x105 UFC g-1 de solo, tabela 19).  

Tabela 19: Número mais provável (NMP) de microrganismos amonificadores presentes no solo não rizosférico 

amostrados períodos após o plantio (em UFC g-1 de solo). 

Amostragem  SF FR FC   

12 meses 

CB 8,2 x105 ns 

1,04 x105 ns 6,1 x105 ns 6,8 x105 ns 

CV 1%: 73,57 

SB 7,3 x105 ns CV 2%: 105,18 

24 meses 
CB 4,1 x106 ns 

4,9 x105 ns 3,1 x105 ns 5,02 x105 ns 
CV 1%: 210 

SB 1,6 x105 ns CV 2%: 216 

 Legenda: *Ns = não significativo, letras iguais não se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05). 

Quando analisados os amonificadores em solo não rizosférico, amostrado doze meses 

após o plantio, não houve diferença estatística entre presença e ausência de biochar (tabela 

19). As doses de adubação também não geraram diferenças significativas, porém na dose 
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completa de adubação (FC) o número de microrganismos foi maior, 6,8 x105 UFC g-1 de solo 

do que nas outras doses. 

Não houve diferença estatística quanto ao número de microrganismos amonificadores 

presentes em solo não rizosférico amostrado 24 meses após o plantio. Entretanto um número 

maior de microrganismos foi contabilizado na presença de biochar (CB): 4,1 x106 UFC/ g de 

solo (tabela 19), do que na sua ausência (SB): 1,5 x105 UFC/ g de solo. 

O biochar apresenta influência direta na concentração de nitrogênio do solo, através de 

uma mudança nas comunidades microbianas do solo. Os microrganismos do solo 

desempenham papel importante no processo de amonificação da matéria orgânica para o 

amônio (NH4+), reduzindo as perdas de nitrogênio por lixiviação ou fluxos gasosos (LAIRD 

et al., 2010). 

A matéria-prima do biochar e a temperatura de pirólise são os fatores de maior 

relevância para determinar a influência do biochar no ciclo do nitrogênio (SOLAIMAN; 

ANAWAR, 2015). A adsorção de algumas formas orgânicas de nitrogênio no biochar diminui 

as perdas de amônia e nitrato do solo e pode potencialmente controlar a liberação de 

nutrientes para as raízes das plantas (HAIDER et al., 2017). 

O biochar pode influenciar os microrganismos amonificadores, modificando os fatores 

ambientais do solo como alterações na textura do solo, que podem atuar na retenção de 

nutrientes, a disponibilidade orgânica de nitrogênio, refletindo nas taxas de mineralização do 

nitrogênio. A grande porosidade, capacidade de troca catiônica e capacidade de sorção do 

biochar pode resultar no acúmulo de cátions e ânions nutritivos e, assim, melhorar a 

concentração de macro nutrientes do solo, como o nitrogênio e a NH3
+ oriunda da 

amonificação (ATKINSON et al., 2010). 

A FBN é um processo complexo que ocorre em determinadas células procarióticas 

(Bacteria e Archaea) capazes de transformar Nitrogênio (N2) em Amônia (NH3) ao romper a 

tripla ligação covalente entre os dois átomos de nitrogênio atmosférico (SANTOS et al., 

2014). 

As bactérias responsáveis pelo processo de fixação biológica do nitrogênio são 

chamadas de diazotróficas e podem ser simbióticas, vivendo em relação de simbiose com a 

planta hospedeira, resultando na formação de nódulos nas raízes, ou de vida livre, podendo 

sobreviver livremente no solo e colonizar a rizosfera, ou o interior e superfície das plantas 

(EVANS; BURRIS, 1992).  
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  O número de microrganismos fixadores biológicos de nitrogênio em solo rizosférico 

amostrado três meses após o plantio não demonstraram diferenças estatísticas entre os 

tratamentos (tabela 20). 

Tabela 20: Número mais provável (NMP) de microrganismos fixadores biológicos de nitrogênio (FBN) 

presentes no  solo rizosférico amostrado três meses após o plantio (em UFC g-1 de solo), na presença de biochar 

(CB) e ausência de biochar (SB), variando as doses de adubação (SF – sem adubação, FR– Dose reduzida de 

adubação (80%), FC – dose completa de adubação). 

Amostragem  SF FR FC   

3 meses 
CB 1,3 x103 ns 2,2 x104 

ns 
6,6 x103 ns 4,4 x103 ns 

CV 1%: 54,5 

SB 9,2 x103 ns CV 2%: 64,45 

12 meses 
CB 4,2 x103 Ns 

0 b 0 b 1,2 x103 a 
CV 1%: 82,6 

SB 3,7 x103 Ns CV 2%: 89,64 

24 meses 

CB 2,9 x103 ns 
3,6 x103 

ns 
3,8 x103 ns 2,7 x103 ns 

CV 1%:119,32 

SB 3,8 x103 ns CV 2%: 113,44 

 Legenda: *Ns = não significativo, letras iguais não se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05). 

Apesar de não terem sido observadas diferenças significativas entre a presença ou 

ausência de biochar, na dose de adubação completa (FC) após doze meses de plantio foi 

detectado um maior número de diazotrófos, 1,2 x103 UFC/ g de solo não rizosférico. Porém 

não houve detecção de diazotrófos nos demais tratamentos nesse período de coleta (tabela 

20). Aos vinte e quatro meses, não houve também diferença (p <0,05) no número de 

diazotrófos presentes nos tratamentos analisados (tabela 20). 

Em solos florestais, o biochar tem sido geralmente associado ao aumento da 

mineralização de nitrogênio, porém não foi o que obtivemos em nosso estudo, a aplicação do 

biochar no solo do experimento não resultou em nenhuma alteração (BERGLUND et al. 

2004; DELUCA et al., 2006). 

Em um experimento de campo 6 meses após o plantio de eucalipto e utilizando 

biochar de eucalipto (vapor ativado a 350 ° C) houve um aumento na abundância de 

microrganismos diazotróficos (DUCEY et al., 2013). Solaiman e colaboradores (2010) e 

Saranya e Kumutha (2011) também relataram um aumento na fixação biológica de nitrogênio 

nos solos alterados por biochar, devido aos efeitos indiretos das propriedades químicas do 

solo. 

A nitrificação, realizada por microrganismos quimiolitotróficos em ambiente aeróbio, 

é o processo de conversão do NH4
+ do solo em nitrato (NO3), através de reações de oxidação. 

A nitrificação ocorre em duas etapas, nitritação, onde o NH4
+ é oxidado a nitrito (NO2

-) e 
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nitratação, onde o nitrito é oxidado à nitrato (NO3
-) (FAGERIA et al., 2011; DIAS, 2016). Em 

nosso estudo foi analisada a etapa de nitratação. 

Não houve diferença estatística (p <0,05) entre os tratamentos em relação ao número 

de microrganismos nitrificadores presentes no solo não rizosférico após doze meses de 

plantio. Porém os valores na presença de biochar (CB), 9,9 x 105 UFC/ g de solo foram 

maiores que na ausência de biochar (tabela 21).  

Tabela 21: Número mais provável (NMP) de microrganismos nitrificadores presentes no solo não rizosférico 

amostrado períodos após o plantio (em UFC g-1 de solo), na presença de biochar (CB) e ausência de biochar 

(SB), variando as doses de adubação (SF – sem adubação, FR– Dose reduzida de adubação (80%), FC – dose 

completa de adubação). 

Amostragem  SF FR FC  

12 meses 

CB 9,9 x 105 ns 

1,4 x 106 ns 3,1 x 106 ns  2,7 x 105 ns  

CV 1%: 69,44 

SB 2,1 x 106 ns CV 2%: 153,58 

24 meses 
CB 3,3 x 105 ns 

5,1 x103 ns  5,3 x105 ns  3,9 x104 ns  
CV 1%: 141,5 

SB 3,1 x104 ns CV 2%: 200,2 

Legenda: *Ns = não significativo, letras iguais não se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05). 

Apesar de não terem sido observadas diferenças significativas entre os tratamentos, na 

amostragem após vinte e quatro meses de plantio em solo não rizosférico, a quantificação  dos 

microrganismos nitrificadores (tabela 21) na presença de adubação em dose reduzida 5,3 x105 

nº de células/ g de solo foi maior que nas outras doses de adubação. 

As bactérias oxidantes de nitrito são um grupo funcional microbiano que media a 

nitrificação e são influenciadas pela variedade de fatores ambientais (GLEESON et al., 2010). 

A adição de biocarvão ao solo pode aumentar significativamente o pH do solo a granel 

(CHAN et al., 2008) ou alterar o pH do micro sitio local, potencialmente fornecendo um 

habitat mais favorável para os organismos nitrificantes, em particular os oxidantes de nitrito 

por serem sensíveis ao pH (DEBOER; KOWALCHUK, 2001). Existem poucos estudos 

examinando o efeito das adições de biochar nos oxidantes de nitrito, apenas com o estudo de 

Ball e colaboradores (2010) mostrando um aumento na abundância de oxidantes de nitrito 

após o fogo, o que eles sugerem que pode estar relacionado ao conteúdo de biochar, levando 

as alterações resultantes no baixo pH. 

Entretanto, a nitrificação aumentou na presença de biochar, indicando assim que 

qualquer benefício a partir do ‘efeito de calagem’ do biochar foi compensada por um aumento 

na atividade da população microbiana, pois as taxas de nitrificação são significativamente 

reduzidas em solos ácidos (DEBOER; KOWALCHUK, 2001). 
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

Apesar da respiração basal não ter variado entre os tratamentos a cada tempo avaliado, 

essa apresentou valores superiores no início do desenvolvimento do eucalipto provavelmente 

devido ao revolvimento do solo feito para a implantação do experimento, o qual induziu uma 

maior liberação de CO2. Diante de uma maior estabilidade do solo, 2 anos após o plantio, 

houve um aumento no Carbono da biomassa microbiana, principalmente nos tratamentos com 

a aplicação de biochar.  

A atividade das enzimas β-glucosidase e urease foram afetadas pela presença de 

biochar, sendo que a primeira foi drasticamente reduzida ao longo dos dois anos de analise, 

essa enzima está relacionada a hidrolise dos resíduos da celobiose, atuando no processo final 

da decomposição da celulose, portanto, mudanças na atividade dessa enzima podem indicar 

alterações na qualidade do solo. 

A presença da dose completa de fertilizante não induziu o aumento da atividade da 

enzima urease. No entanto a enzima urease apresentou uma redução nos dois últimos períodos 

amostrais, os quais podem ter influenciado os microrganismos amonificadores do solo, pois a 

enzima urease é responsável por produzir amônia a partir da ureia,  assim, a baixa atividade 

pode estar relacionada a disponibilidade do nitrogênio químico, que foi aplicado somente nos 

meses inicias da cultura..  

Não foi possível identificar a influência do biochar e da adubação nitrogenada no 

número de microrganismos envolvidos no ciclo do nitrogênio. Os microrganismos 

amonificadores nos três primeiros meses com dose completa de adubação apresentaram alta 

quantificação, porém nos períodos amostrais seguintes não houve diferença estatística para o 

solo não rizosférico, assim como os oxidantes de nitrito e os fixadores biológicos de 

nitrogênio. 

O Carbono da biomassa microbiana apresenta valores mais elevados na ausência de 

biochar três meses após o plantio, porém aos doze meses, os índices são mais altos para a 

dose reduzida de fertilizante e após vinte quatro meses do plantio, não houve diferença 

estatística entre os tratamentos. 

A aplicação de biochar com a redução de 20% da adubação padrão comercial na cultura 

do eucalipto microbilogicamente não apresentou um padrão ou estabilidade nas análises 

microbiológicas durante os períodos analisados, portanto não foi possível comprovar ou 

descartar sua influência no ciclo biológico do carbono e do nitrogênio.  
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