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“A persisténcia é o caminho do éxito”
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Biomassa e diversidade microbiana em solo adubado com biocarvao e cultivado com cana-de-

agucar

RESUMO

O biocarvao é um produto gerado a partir da pirélise de biomassa e vem sendo utilizado como corretivo de
solos agricolas. O interesse no biocarvao é por sua capacidade de sequestrar C do solo, além de promover
beneficios em areas agricolas pelas alteragdes nas propriedades fisicas e quimicas do solo. No entanto
informagdes da interagdo do biocarvdo com as propriedades bioldgicas ainda s&oincipientes. Neste
sentido, o presente trabalho teve como objetivo investigar os efeitos do biocarvdo sobre a comunidade
microbiana e atividade enzimatica do solo ao longo do tempo. Durante dois anos consecutivos, foram
coletadas amostras de solo, na linha de plantio de cana-de-agucar adubada com biocarvao. O plantio da
cana-de-agucar foi realizado, no ano de 2017, em delineamento com blocos casualizados, esquema
fatorial 5 x 2, com quatro repetigdes, sendo cinco doses de biocarvao (0, 10, 20, 30 e 40 Mg ha'), com e
sem correcdo da fertilidade do solo. Foram avaliadas as atividades das enzimas -glicosidase, fosfatase
acida, arilsulfatase, urease e diacetato de fluoresceina (FDA), além dos teores de carbono da biomassa
microbiana (MBC), respiracao basal do solo (SBR), carbono orgénico total (SOC), quociente metabdlico
(9C0O:2), quociente microbiano (qMIC) e indice de Shannon.Os efeitos de interagcdo entre as doses de
biocarvao e a adubagdo com NPK foram significativos (p < 0,05) para os teores de MBC, SBR, qCO2, gMIC
e indice de Shannon e para as enzimas (-glicosidase,arilsulfatase, fosfatase &cida e urease. Nao se
observou interagéo entre os fatores para o SOC e a enzima FDA. Quanto a atividade enzimatica do solo,
as doses de biocarvao promoveram aumento de todas as enzimas analisadas, com excecao apenas da
arilsulfatase em solo com adigdo de NPK. Em geral, os tratamentos com fertilizante quimico apresentaram
maior atividade enzimatica, com excecgéo da fosfatase acida, independentemente da dose de biocarvao e
da urease nos tratamentos com doses de biocarvdo menores que 20 Mg ha-'. Quanto a atividade bioldgica
do solo, o aumento das doses de biocarvao aumentaram a MBC, a SBR, o0 qCO2, o gMIC e o indice de
Shannon, sendo observado os maiores valores nos solos que receberam doses intermediarias de biocarvao
(10-30 Mg ha'). As doses de biocarvdo aumentaram linearmente o teor de SOC. Os tratamentos com
fertilizante quimico apresentaram, em geral, a maior atividade biolégica do solo. Observaram-se maiores
valores do indice de Shannon, de SBR e das enzimas B-glicosidase e urease no terceiro ano apoés a
implantacédo do canavial nos tratamentos com adigao de NPK. Concluiu-se que o uso de biocarvao pode

aumentar a atividade enzimatica e bioldgica e o sequestro de carbono no solo.

Palavras-chave: enzimas, fertilidade do solo, sequestro de carbono, atividade biolégica.



Biomass and microbial diversity in soil fertilized with biochar and cultivated with sugar cane

ABSTRACT

Biochar is a product generated from the pyrolysis of biomass and it has been used as a corrective for
agricultural soils. The interest in biochar is due to its ability to sequester C from the soil, in addition to
promoting benefits in agricultural areas through changes in the physical and chemical properties of the soil.
However, information of the interaction of biochar with biological properties are still incipient. In this sense,
the present work aimed to investigate the effects of biochar on the microbial community and enzymatic
activity of the soil over time. During two consecutive years, they were collected soil samples from the
sugarcane planting line fertilized with biochar. The planting of sugarcane was carried out, in 2017, in a
randomized block design, factorial 5 x 2, with four replications, with five doses of biochar (0, 10, 20, 30 and
40 Mg ha'), with and without soil fertility correction. They were evaluated the activities of the enzymes B-
glucosidase, acid phosphatase, arylsulfatase, urease and fluorescein diacetate (FDA), in addition to the
carbon content of microbial biomass (MBC), soil basal respiration (SBR), total organic carbon (SOC),
metabolic quotient (qCOz2), microbial quotient (qMIC) and Shannon index. The interaction effects between
biochar doses and NPK fertilization were significant (p < 0.05) for contents of MBC, SBR, qCO2, gMIC and
Shannon index and for the enzymes B-glucosidase, arylsulfatase, acid phosphatase and urease. It was not
observed interaction between the factors for SOC and the ADF enzyme. As for the enzymatic activity of the
soil, the doses of biochar promoted an increase in all the enzymes analyzed, with the exception of only
arylsulfatase in soil with the addition of NPK. In general, treatments with chemical fertilizer showed higher
enzymatic activity, with the exception of acid phosphatase, regardless of the dose of biochar and urease in
treatments with doses of biochar lower than 20 Mg ha-'. As for the biological activity of the soil, the increase
in biochar doses increased the MBC, SBR, gCOz2, gMIC and the Shannon index, being observed the highest
values in soils that received intermediate doses of biochar (10-30 Mg ha'). The biochar doses linearly
increased the SOC content. Treatments with chemical fertilizer showed, in general, the highest soil
biological activity. They were observed higher values of the Shannon index, SBR and B-glucosidase and
urease enzymes in the third year after the implantation of the sugarcane field in the treatments with the
NPK addition. It was concluded that the use of biochar can increase enzymatic and biological activity and

carbon sequestration in the soil.

Keywords: enzymes, soil fertility, carbon sequestration, biological activity.
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1 INTRODUGAO

O biochar ou biocarvao € um material carbonaceo produzido por meio da transformagéao térmica de
residuos florestais, agricolas e ambientais (KUMAR et al., 2023). Essa conversao térmica ocorre, em
ambiente com baixa disponibilidade ou auséncia de oxigénio (ABBOTT et al., 2018), processo esse
denominado de pirdlise. Na literatura, ha relatos do uso do biocarvao, na remocgéao de poluentes ambientais
(AWASTHI et al., 2022), correcdo do solo (BOLAN et al.,, 2022), bem como aditivo no processo de
compostagem, para melhorar o rendimento e a qualidade do composto, aumentando a atividade
microbiana e, ao mesmo tempo, reduzindo a emisséo de gases do efeito estufa (GEEs) (AWASTHI et
al., 2022; THANGARAJAN et al., 2018). As diversas aplicagdes do biocarvao podem estar associadas as
suas propriedades fisicas e quimicas, como alta area superficial, porosidade, capacidade de troca
catidnica e capacidade de adsorgéo (CHI et al., 2021; NGUYEN et al., 2021).

O biocarvéo, em geral, é alcalino e possui grande area de superficie com diferentes grupos
funcionais ativos que podem adsorver muitos cations (QIAO et al., 2015), o que pode reduzir a
disponibilidade de elementos potencialmente toxicos no solo (BASHIR et al., 2018). Por outro lado, a
aplicagao de biocarvao no solo pode elevar a disponibilidade de nutrientes, como o fésforo, potassio e
nitrogénio, favorecendo assim o crescimento de plantas, particularmente, em solos pobres nesses
elementos (AHMAD et al., 2017; ALAZZAZ et al., 2020; CHEN et al., 2022HONG et al., 2018; PANDITet al.,
2018).

A aplicacéo de biocarvao em cultivos agricolas aumenta a disponibilidade de nutrientes no solo,o
que esta associada a maior produgao, além disso, o biocarvao pode ser produzido, a partir de residuos (lodo
de esgoto, por exemplo), o que promove a mitigagdo de impactos ambientais e reduz a emissdo de gases
do efeito estufa por meio do armazenamento de carbono no solo (BOLAN et al., 2022; KUMARet al., 2023).
Apesar desses beneficios ja relatados na literatura cientifica, pouco se sabe sobre a interagdo do biocarvao
com a microbiota do solo e seu efeito nas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas em médio e longo

prazo.

Além disso, a caracterizagao da comunidade microbiana presente no solo € de grande importancia,
visto que os microrganismos sao indicadores sensiveis de alteragdes ambientais e, sobretudo,
responsaveis pela manutencao da estabilidade do ecossistema e pelas transformagdes bioquimicas que
acontecem no solo. O estudo da atividade microbiana do solo permite identificar alteragées no solo, seja
pela presenga de poluentes, ou pelo uso incorreto dos solos agricolas; além de possibilitar criar estratégias

para a prevencao da degradagao dos ecossistemas naturais (LAMBAISet al., 2005).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Investigar o efeito do biocarvao sobre a comunidade microbiana do solo ao longo de dois anos.

2.2 Objetivos Especificos
- Examinar as atividades enzimaticas do solo.
- Analisar as atividades microbianas no solo.

- Estimar a diversidade microbiolégica do solo.

12
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Biocarvao

Em pesquisas realizadas no solo da Amazénia, encontraram-se manchas de solo de coloragéo
escura com alta fertilidade e com altos teores de matéria organica. Essas manchas férteis, associados as

antigas ocupagdes indigenas, foram denominadas de Terra Preta de indio (TPI). Também verificou-se que
o teor de carbono encontrado nessa area era superior, apresentando valores de até 150 g kg‘1, ja que,

em outras areas adjacentes, eram de 20 e 30 mg kg'1 (NOVOTNY et al., 2009). Em virtude da alta
fertilidade e da capacidade de retengdo de carbono das TPI, pesquisadores realizaram estudos, a fim de
produzir compostos orgénicos condicionadores de solos, que se assemelhassem as caracteristicas da
TPI. Esse produto obtido pelos pesquisadores foi nomeado de biocarvao e se tornou alternativa promissora
as culturas agricolas (PANDEY et al., 2021).

O biocarvao, também conhecido como biochar, € um produto gerado, a partir da decomposig¢éo
térmica de biomassa ou matéria organica, em condigdes restritas de oxigénio, processo esse denominado
pirélise (quebra de moléculas pelo calor, entre temperaturas de 300 e 900° C) (LEHMANN et al., 2015).
Fonte de carbono, o biocarvao possui grande quantidade de compostos aromaticos, o que permite a
retencdo do carbono, permanecendo por longos periodos no solo. Além disso, a manutengao de carbono
no solo, por meio do uso do biocarvao na agricultura, favorece o crescimento e desenvolvimento das
culturas e auxilia na reducao de emisséo de gases do efeito estufa (BATISTA e GOMES, 2021).

Diversos materiais podem ser utilizados, na produgao do biocarvdao, como, por exemplo, restos
vegetais, animais, madeiras e residuos industriais (PENG et al., 2018). Além disso, a matéria-prima
utilizada e a temperatura de pirélise influenciam na qualidade do biocarvao (YUAN et al., 2011). De acordo
Luo et al. (2018), biocarvbes produzidos em temperaturas inferiores a 550° C apresentam maior teor de
macronutriente labeis e matéria organica, sendo indicados para a corre¢cao e aumento de nutrientes em
solos de baixa fertilidade. Ja os biocarvdes produzidos acima de 550° C s&o considerados bons adsorventes,
uma vez que possuem maior quantidade de estruturas poliaromaticas e maior pH.

No biocarvao, dependendo da temperatura de pirdlise, o carbono esta, em sua maior parte, em
estruturas aromaticas policondensadas, por meio de ligagdes em forma de anel benzénico de atomos de
carbono com oxigénio (C-O) e de carbono com hidrogénio (C-H) (Lehman & Joseph, 2015). As ligacbes
C-O e C-H e as relagdes O/C e O/H determinam a estabilidade do carbono e o grau de aromaticidade dos
compostos. Dessa forma, quanto menor as relagées O/C e H/C mais elevado é o grau de aromaticidade
(AL-WABEL et al., 2013).

Biocarvoes, com estruturas de carbono mais estaveis, ou seja, com menores relagées O/C e H/Csao
obtidos em temperaturas de pirélise mais elevadas. Dessa forma, quanto maior a temperatura de pirdlise
menor o rendimento em biocarvao e maior o teor de carbono fixo e de indice termogravimétrico(Lehman &
Joseph, 2015). Carbono fixo & aquele que ndo é eliminado, durante a pirdlise, enquanto o indice
termogravimétrico indica a variagdo de massa da amostra em fungédo da variagdo de temperatura. Em
funcdo dos custos operacionais do processo de pirdlise, para a produgcdo de biocarvao,recomenda-se
submeter as amostras a 300 - 350 °C, uma vez que, nessa faixa de temperatura, ja é possivel atingir o
teor maximo de carbono fixo e rendimento gravimétrico (ROZ et al., 2015).

Alho (2012), citando varios autores, descreve o processo de pirdlise por fases (fases A, B e C), em

funcéo do grau de decomposicéo térmica. A Fase A inicia-se, a partir de 150°C, quando ocorre a formagao
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de acido férmico, acido acético, glioxal e de gases efluentes, constituidos de vapor d’agua e tragos de
diéxido de carbono e inicia-se a quebra das ligagdes éter da lignina. A fase B inicia-se entre 200 e 280 °C,
quando sdo produzidos gases semelhantes aos da fase Ae ocorre a quebra das hemiceluloses
(componentes menos estaveis a degradagao térmica, por sua natureza amorfa), a partir de 250 °C e a
despolimerizagao da celulose, nas regides amorfas e a ruptura da lignina em blocos complexos, a partir
de 260 °C. Nessa fase, as reagdes quimicas sdo endotérmicas, e os gases produzidos ndo sao
combustiveis.

A fase C inicia-se, a partir de 280°C, quando s&do produzidos mondxido de carbono, metano,

formaldeido, acido férmico, acido acético, metanol e hidrogénio, que evoluem no sistema, diluidos com os

produtos da pirélise das fases A e B e alcatrdes. Aos 325°C e 3500C, respectivamente, na pratica, todas as
hemiceluloses e celuloses sdo degradadas. Proximo aos 300°C, ocorre a quebra das ligagées aromaticas
da lignina, e as cadeias alifaticas destacam-se das cadeias aromaticas. A quebra das ligagdes carbono-
carbono ocorre entre 370 e 400°C. A massa produzida nessa fase é o biocarvao, sendo a lignina o principal
constituinte, representando 50% da sua prépria massa inicial, a uma temperatura final de 450°C. A fase C
representa a pirdlise propriamente dita, as reagdes sao exotérmicas e a decomposig¢ao térmica do material
pode se manter apenas com a energia liberada da quebra das liga¢des das unidades basicas de celulose,
hemiceluloses e lignina.

Quando incorporado, o biocarvéo promove alteragbes nas propriedades fisicas e quimicas do solo,
como elevagéo da capacidade de troca catidnica (CTC), melhoria da estrutura, aumento da capacidade
de retengéo de agua e do pH do solo e reduz a lixiviagdo nutrientes, além de favorecer a fixagao de carbono
e a reciclagem de nutrientes (LEITE et al., 2014; KATTERER et al., 2019). A maioroxigenacéo e a
disponibilidade de nutrientes, em solos adubados com biocarvao, podem favorecer o desenvolvimento e
a reproduc&o de microrganismos que beneficiam o desenvolvimento das plantas (COMPANT; CLEMENT;
SESSITSCH, 2010).

O biocarvdo também se comporta como adsorvente de compostos poluentes organicos e
inorganicos, sendo indicado pela literatura como alternativa para evitar a contaminagdo de aguas
subterréneas (FELLET et al, 2014). Além disso, a utilizagdo de residuos agricolas, como fonte de
nutrientes, na forma de biocarvao, reduz a pressao sobre o meio ambiente (AHMAD et al. 2014).

Em estudo realizado em solos acidos, verificou-se que o biocarvao foi capaz de aumentar o pH,
bem como reduzir o teor de aluminio presente no solo (VAN ZWIETEN et al., 2010). De acordo com os
autores, a capacidade de neutralizagdo dos fatores de acidez de solo do biocarvéo foi em razdo da
presencga de carbonatos de magnésio e de carbonato apds pirdlise da biomassa. Assim, pode-se inferir que
0 biocarvao apresenta potencial de corretivo do pH do solo, além de contribuir para a adsorgao de
elementos téxicos. Além disso, a presenga do biocarvao contribui significativamente para o rendimento das

culturas em agroecossistemas tropicais (JEFFERY et al. 2017).

3.2 Efeito do biocarvao na comunidade microbiana

A introdugao do biocarvao promove transformagdes fisicas e quimicas no solo e, em consequéncia,
também interfere nas propriedades microbianas (LEHMANN et al., 2011). Assim, oestudo da influéncia do
biocarvao sobre as atividades microbianas é de grande importancia, uma vez que os microrganismos sdo

sensiveis as mudangas ambientais, tornando-se bons indicadores da qualidade do solo (SOHI et al., 2010).
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Além de fornecer compostos organicos e nutrientes, o biocarvao promove varios outros beneficios
para os microrganismos do solo. Os poros do biocarvao funcionam como micrositios, abrigos, que
protegem os microrganismos (bactérias, actinomicetos e fungos, por exemplo) contra dessecagéo e
predadores (STEWART et al., 2013). Algumas substancias toxicas, como pesticidas e metais pesados,
que causam efeitos antagbnicos ao crescimento e desenvolvimento da comunidade microbiana, podem
ser adsorvidas pelo biocarvao, diminuindo assim suas toxicidades (CHEN et al., 2009).

O biocarvao contribui aos processos metabdlicos dos microrganismos, como exemplo, para alguns
fungos basidiomicetos, que sédo capazes de decompor a lignina pela presenga da enzima manganés-
peroxidase, cuja atividade é potencializada pelo carbono do biocarvao (LEHMANN et al., 2003).

Outras relagdes planta-microrganismos que também se beneficiam do biocarvao séo as micorrizas
e a fixagao biolégica de nitrogénio. A adi¢gdo de biocarvao favorece as micorrizas tanto pelo fornecimento
de nutrientes quanto pelos microambientes, em que os poros sao utilizados pelas hifas como habitat
(WARNOCK et al., 2007). Em relagao a fixagao bioldgica de nitrogénio, o biocarvao favorece o crescimento
e multiplicagdo de bactérias diazotréficas (ATKINSON et al., 2010; KHODADAD et al., 2011; MIA et al.
(2014).

Além do aumento da populagdo de microrganismos, relatado por varios autores (OTSUKA et al.,
2008; GRABER et al., 2010; EGAMBERDIEVA et al., 2016), a diversidade microbiana pode se alterar com
o tempo em solos adubados com biocarvdo (SOLAIMAN et al., 2010). Zimmermann et al. (2012) relatam
que inicialmente, ao se introduzir o biocarvao no solo, sdo encontradas maiores populagdes bacterianas,
entretanto, durante a decomposigdo do biocarvao, o pH do solo tende a diminuir, o que favorece o
crescimento e desenvolvimento de fungos. Em cultivo de algodao, foi observado que houve um amento
do indice de Shannon da populagdo microbiana, um dos principais indices para mensurar a diversidade
de espécies, pela presenca do biocarvao (GU et al., 2014). De acordo com Zhang etal. (2011), a interagao
da comunidade microbiana do solo com o biocarvao acarreta variaveis respostasmetabdlicas, em virtude

da composic¢ao do solo, do biocarvao e dos microorganismos presentes.

3.3 Indicadores da atividade biolégica do solo

O solo € um ambiente complexo que apresenta diversas fungdes, como fornecimento de nutrientes
e sustentagao para as plantas, ciclagem de nutrientes, habitat para os macro e microrganismos, retengéo
de agua, remediagdo de poluentes e imobilizagdo de elementos potencialmente toxicos. A qualidade do
solo esta intimamente relacionada com a sua microbiota, portanto a atividade microbiana é um indicador
bastante sensivel as mudancas ambientais (DE ARAUJO e MONTEIRO, 2007).

Entre os indicadores da atividade bioldgica do solo, destacam-se as atividades de enzimas, a taxa
de respiracdo e a biomassa microbiana que podem ser utilizadas no monitoramento de alteragdes
ambientais decorrentes do uso agricola (FERREIRA et al., 2017). A atividade biolégica esta diretamente
relacionada a fertilidade, estrutura e retengao e transporte de agua no solo (DORAN e PARKI, 1994).

Um dos principais indicadores empregados, para avaliar a qualidade do solo, € a biomassa
microbiana, também conhecida como carbono da biomassa microbiana (CBM). O CBM representa a parte
viva da matéria organica do solo, composta por todos os microrganismos (bactérias, fungos, actinomicetos,
leveduras e representantes da microfauna, como os protozoarios) e estd associado a quantidade de

carbono e nutrientes imobilizados pelos microrganismos, a formagao e ciclagem da matéria organica e ao
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fluxo de carbono e nutrientes do solo. Além disso, o CBM influencia diretamente na qualidade e
produtividade das culturas (GAMA-RODRIGUES e GAMA- RODRIGUES, 2008).

Considerada como a parte viva da matéria organica (bactérias, fungos, actiniomicetos), a biomassa
microbiana constitui aproximadamente 5% do carbono orgénico do solo e de 1% a 5% do nitrogénio do
solo (JENKINSON e LADD, 1981; SMITH e PAUL, 1990). Altamente influenciada pelas transformagdes no
ecossistema, o CBM identifica precocemente alteragdes na matéria organica e diversidade microbiana
(HOFFMANN et al., 2018). Evidéncias experimentais mostram que a adigdo de biocarvao exerce um papel
importante na biomassa microbiana do solo (DEMISEIE et al., 2014; SUN et al., 2013; WANG et al., 2014).
Segundo Warnock et al. (2007), a adicdo de biocarvdo no solo promoveu aumento da biomassa
microbiana, em virtude do fornecimento de compartimentos que contribuiram para o crescimento de
bactérias e fungos, além da disponibilidade de carbono e outros nutrientes. Ali et al. (2020) verificaram que
a dose de 60t ha' de biocarvao ocasionou aumento de 87% do CBM quando comparado ao solo controle,
sem adicio de biocarvao.

Outro indicado bastante utilizado é o quociente microbiano (QMIC), que representa a eficiéncia do
uso do carbono da biomassa e é expresso pela relagao entre o CBM e o carbono organico total do solo.
Segundo Lopes et al. (2011), os distintos valores de qMIC podem ser interpretados como resposta a
eficiéncia da conversdo de C microbiano, a estabilizagdo do C organico da fragdo mineral do solo e as
perdas de C do solo. Em situagdes, em que a biomassa se encontra sob algum estresse (baixo pH, déficit
de nutrientes, salinidade etc.), tem sua capacidade de utilizagdo do carbono reduzida, resultando em menor
gMIC. Entretanto, em condi¢gbes favoraveis ou na presenga de matéria organica de boa qualidade, a
biomassa microbiana eleva o valor do gMIC (WARDLE, 1994).

A respiracao basal do solo indica a produgao de carbono no solo resultante da atividade metabdlica
dos microrganismos presentes, ou seja, a soma total de todas as fungdées metabdlicas nas quais o CO: é
produzido. A respiragcéo é também um indicador sensivel e revela rapidamente alteragdes nas condigdes
ambientais do solo (DE-POLLI e PIMENTEL, 2005), podendo ser medida pela quantificagcdo de CO:2
liberado. A disponibilidade do substrato, umidade, temperatura e aeragao sao fatores que influenciam na
quantificacdo da respiragéo sob diferentes sistemas de manejo do solo (ARAUJO e MONTEIRO, 2006).
Lehmann et al. (2011) relataram que o biocarvdo ndo elevou a taxa respiratéria do solo, demonstrando
que houve maior eficiéncia do uso de carbono pela comunidade microbiana. De forma similar, Liu et al.
(2016) observaram que diferentes biocarvdes nao alteraram a taxa respiratéria do solo, todavia foram
eficientes no aumento da populagéo de microrganismos do solo.

Outro indicador das mudangas ambientais no solo é o quociente metabdlico (qCO-). Estimado pela
razao entre SBR e MBC, o qCO- representa a quantidade de C-CO- produzido em determinado tempo por
unidade de biomassa microbiana (SILVA et al., 2012). Segundo Cunha et al. (2011), o CBM, sob condi¢des
de estresse, resulta em maior valor de RBS e qCO,, sendo o qCO, um indicador sensivel da qualidade
solo.

Além disso, o carbono orgénico total do solo (COT) se torna imprescindivel a avaliagado da qualidade
do solo, uma vez que participa na formacéao e estabilidade dos agregados do solo e, consequentemente,
da estrutura do solo (DEMISIE; LIU; ZHANG, 2014). Estudos relatam que a presenca do biocarvao
contribuiu para maior valor de COT (FIGUEIREDO et al., 2019; TIAN et al. 2016). Sun et al. (2021), em

um experimento de campo durante seis anos, observaram que a presenga do biocarvao contribuiu para
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maior estabilidade dos agregados do solo, aumentando o COT nos macroagregados e maior CBM.
Resultados semelhantes foram descritos por Dong et al. (2016), que observaram que a aplicagdo de

biocarvao promoveu um aumento do COT e do nitrogénio total do solo.

3.4 Atividades enzimaticas

O metabolismo microbiano € um dos principais promotores da transformagao de nutrientes no solo
(ARNOSTI, 2011) e, nesse processo, 0os microrganismos produzem enzimas extracelulares para adquirir
recursos e energia de biomoléculas complexas presentes no ambiente solo. Portanto a analise dessas
enzimas permite inferir sobre a diversidade funcional da microbiota do solo e, por conseguinte, a qualidade
desse solo (BAILEY et al., 2011). A diversidade funcional revela a pluralidade de atividades exercidas
pelos microrganismos dentro de um ecossistema (Kennedy, 1999).

O impacto da aplicacédo de biocarvao no solo, principalmente na ciclagem de nutrientes, pode ser
mensurado pelas enzimas extracelulares que juntamente com os microrganismos participa dos processos
do solo e estédo envolvidas na decomposi¢ao da matéria organica (ELZOBAIR et al., 2016).

A enzima fB-glicosidase esta relacionada com a distribuigdo e mineralizagdo do carbono (GIL-
SOTRES et al., 2005). Além do mais, essa enzima é responsavel pelo fornecimento de energia na forma
de glicose que é utilizada por organismos heterotroficos do solo (KANDELER,1988). Em pesquisa a
campo, realizada durante sete anos, verificou-se que doses de biocarvao produzido, a partir de espécies
do Cerrado, promoveram aumento na enzina B-glicosidase e urease em um Latossolo doCerrado brasileiro
(PETTER et al., 2018). Wang et al. (2015) relataram que a presenca do biocarvao de milho levou ao
aumento significativo do carbono organico do solo, nitrogénio total e potassio trocével, entretanto, somente
em doses baixas de biocarvéo (0,5% em massa) houve aumento da 8- glicosidase.

A enzima arilsulfatase é de grande importancia, uma vez que esta envolvida no ciclo do enxofre e é
responsavel pela disponibilizagdo de até 70% do enxofre encontrado no solo. Além disso, o enxofre € um
elemento que faz parte da matéria organica e é essencial para o desenvolvimento das plantas e
microrganismos (CASIDA, et al, 1964; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Outra enzima bastante estudada sao as fosfatases, envolvidas no ciclo do fésforo (P), que tem como
fungao a hidrélise de ésteres de fosfato. Assim, essas enzimas disponibilizam o fésforo, previamente, para
0s microrganismos e, em seguida, para as plantas (TURNER e HAYGARTH, 2005). Grande parte dos
solos brasileiros sédo acidos, dessa forma, as enzimas mais analisadas sao as fosfatases acidas (MENDES
et al., 2019). Diversos estudos relatam que a aplicagcédo de biocarvdo pode influenciar positivamente na
disponibilidade do P no solo (CUI et al.., 2011 , FRISTAK e SOJA, 2015; SANTOS et al.., 2019). Zhao et
al. (2014) relataram que a presenca de biocarvao de palha de milho contribuiu para o aumento de P no
solo na forma labil. Entretanto, Petter et al. (2018) n&o observaram efeito significativo na atividade
enzimatica da fosfatase acida na presenca de biocarvao, além disso, os autores relataram que a presenca
de adubo quimico contribuiu para menor atividade dessa enzima.

A urease juntamente com os microrganismos desempenha um papel importante no ciclo do
nitrogénio e sua fungao é catalisar a hidrélise da ureia, resultando em diéxido de carbono e ambnia
(ABRANCHES et al., 2018). Diversos estudos evidenciam que a atividade da urease aumenta na presenca
de biocarvao (SIGUA et al., 2020; WANG et al., 2007; WU et al., 2013; YANG et al., 2016). Entretanto a
presencga do biocarvao nao apresentou efeito significativo na atividade da urease, mesmo a uma taxa de
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30 t ha' (ZHU et al., 2017). Além disso, a atividade da urease € influenciada pelo pH, textura do solo,
temperatura, biomassa microbiana, capacidade de troca catibnica e nitrogénio total (MAKOI e
NDAKIDEMI, 2008; SUJOY e APARNA, 2013). De acordo com Gil-Sotres et al. (2005), impactos
ocasionados pela aplicagao de fertilizantes a base de ureia também podem ser avaliados pela enzima
urease.

O diacetato de fluoresceina (FDA) hidrolisado por enzimas livres (proteases, lipases, esterases) tem
como uma das principais fungées avaliar a atividade microbiana total do solo. Diversos estudos anteriores
evidenciaram que o biocarvao influenciou na atividade do FDA (BERA et al., 2016; MARTINSFILHO et al.,
2020; PETTER et al., 2018; SARMA et al., 2017). Outros estudos relacionados, também, a biomassa
microbiana e atividade enzimaticas vém crescendo, nos ultimos tempos, na justificativa de encontrar
respostas e solugdes para as mudangas ambientais e alteragcdes nos ecossistemas (GREENet al., 2006).

Diante do exposto, tanto os indicadores das atividades biolégicas do solo quanto as enzimas s&o de
grande importancia, uma vez que sado capazes de revelar a eficiéncia da microbiota do solo, além de dar

indicativos sobre a qualidade da matéria organica incorporada ao solo.
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Biochar increases enzyme activity and total microbial quality of soil grown with sugarcane

Abstract: Biochar applied to the soil has contributed to the improvement of soil quality, the availability of
nutrients for plants, and carbon retention. Besides, the presence of biochar can affect microbial activity.
However, information about the action of biochar in the microbial community is scarce. Thus, we
hypothesize that biochar, with or without previous addition of NPK fertilizer may alter the activity of some
enzymes and total microbial quality of soil. The objective of this study was to evaluate the enzymatic
activities and the total microbiological activity of soil amendments with different dosesof biochar and grown
with sugarcane over time. For two consecutive years, soil samples were collected in the sugarcane
planted line amendment with biochar. Sugarcane was planted in 2017, in a randomized block design,
a 5 x 2 factorial scheme, with four replications: five doses of biochar (0, 10, 20, 30 and 40 Mg ha
T (megagram per hectare)), with and without correction of soil fertility. The activities of the enzymes B-
glucosidase, acid phosphatase, arylsulfatase, urease, and total microbial quality of the soil wereevaluated
(fluorescein diacetate method). The application of biochar from eucalyptus residues up to the dose of
30 Mg ha' increased the activity of the enzymes B- glucosidase, acid phosphatase, arylsulfatase, urease
and the total microbial quality of thesoil; however, higher doses reduced the activity of these enzymes
and the total microbial quality of the soil over time. The application of mineral fertilizers, in combination
with biochar, increased the enzymatic activity of B-glucosidase, arylsulfatase and urease and the total
microbial quality of the sail in the soil over time. On the other hand, the addition of NPK fertilizer reduced

the activities of the acid phosphatase.

Keywords: Microbiological activity, B-glucosidase, Acid phosphatase, Arylsulfatase Urease, Fluorescein

diacetate.
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1. Introduction

Biochar is produced from the thermal decomposition of biomass or organic wastes under restricted
oxygen conditions (pyrolysis). As carbon source, biochar has a large number of aromatic compounds, which
allows carbon retention, remaining for long periods in the soil (Amoah-Antwi et al., 2020). Besides, the
carbon maintenance in the soil, through the use of biochar in agriculture, favors thegrowth and development
of crops and helps to reduce the greenhouse gases emission (CO2, CH4, andN20) (Igalavithana et al.,
2020).

Biochar promotes changes in the soil physical and chemical properties, such as increased cation
exchange capacity (CEC) and water retention capacity, improves the structure, changes the pH, and
reduces the leaching of nitrogen and other nutrients, in addition to favoring carbon fixation and nutrient
recycling (Amoah-Antwi et al., 2020).

The microbial activity is one of the main responsible for the mineralization of nutrients in the sail
(Yadav et al., 2019). In this process, extracellular enzymes allow microorganisms to acquire resources and
energy from complex biomolecules present in the soil (Allison and Vitousek, 2005; Wu et al., 2018).Thus,
the determination of enzymes present in the soil is essential for analyzing the soil microbial functional
diversity and, consequently, the quality of this soil (Bailey et al., 2011).

The enzyme B-glucosidase is related to the organic matter transformation, as well as to the
distribution and mineralization of carbon (Glinal ef al., 2018). Phosphatases are a group of enzymes that
can hydrolyze organic phosphate compounds, being essential in the mineralization and cycling of
phosphorus in the environment (Jing et al., 2020). Arylsulfatase has the function of hydrolyzing sulfate ester
bonds, actively participating in the sulfur (S) cycle, and releasing sulfate ions in the soil (Jain et al., 2016);
(Van Loo et al., 2019). The enzyme urease catalyzes the hydrolysis of urea (organic compound) to CO2
and NHs (Jain et al., 2016). The analysis of this enzyme can be used to evaluate the management practices
and the addition of fertilizers in the soil properties (Song et al., 2020).

Due to the high sensitivity to changes in soil properties, enzyme activities can also be used as
indicators of environmental quality (Mendes et al., 2019). Besides, with different substrates, it is possibleto
ascertain the capacity of the total activity of soil microorganisms through the action of the hydrolysis of
fluorescein diacetate, as described by Bandick and Dick (1999).

Studies related to the effect of biochar on soil microorganisms are still poorly understood, and much
is due to the variability of the materials that compose the biochar and the amount of carbon present(Amoah-
Antwi et al., 2020; Song et al., 2020). In this sense, the study of the influence of biochar on microbial
activities is of great importance since microorganisms are sensitive to environmental changesmaking them
good indicators of soil quality (Adetuniji et al., 2017).

Thus, we hypothesize that biochar, with or without previous addition of NPK fertilizer may alter the
activity of some enzymes and total microbial quality of soil. The objective of this study was to evaluate the
enzymatic activities and the total microbiological activity of soil amendments with differentdoses of biochar

and grown with sugarcane over time.
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2. Material and methods

The experiment was carried out in the experimental area of the Universidad Federal de Minas Gerais,
Montes Claros, MG, Brazil, whose geographical coordinates are 16° 41" 2.03" S and 43- 50’ 19.28" W with
646 m altitude. The region’s climate is classified, according to Képpen, as Aw, tropical with dry winter.

The statistical design of the trial was in randomized blocks, with four replications and arranged ina 5
x 2 factorial scheme. The treatments corresponded to five doses of biochar (0, 10, 20, 30 and 40 Mg ha"'
(megagram per hectare)), with or without correction of soil fertility (previous addition of NPK fertilizer). In
treatments with correction of soil fertility (CSF), when sugarcane was planted, 100 kg ha-' of P205 were
applied to the bottom of the planting furrow. On 90 days after planting, 80 kg ha-' of K20and 100 kg ha' of
N were applied to the soil surface and then irrigation was carried out. The amount offertilizer was
determined as recommended by Korndorfer et al. (1999) and Otto et al. (2010) for sugarcane. In the
following years, N and K were applied to the soil surface, according to the crop recommendations
(Korndorfer et al., 1999).

The biochar used was produced from eucalyptus wastes (branches) pyrolyzed at 350 -C and sieved
in a 5 mm sieve. The biochar was applied to the planting furrow and homogenized to the soil.

In June 2017, 60 days after the application of biochar, sugarcane was planted, variety SP81- 3250,
with spacing between lines of 1 m and 10 viable buds per linear meter (100,000 plants ha).

The experimental units were composed of four planting lines with 30 plants, totaling 120 plants per
parcel. The useful area consisted of 48 plants in the central region of each parcel.

The soil samples were collected in the layer 0-20 cm deep, in the planting line and the second and
third year after planting sugarcane (YAPS). Then, the samples were sieved (2.0 mm sieve) to remove roots
and plant remains. The samples were taken to the laboratory, packed in plastic bags, andkept refrigerated
at 4 °C until the moment of analysis (Fig. 1).

The activities of B-glucosidase, acid phosphatase and arylsulfatase were evaluated by the
methodology proposed by Tabatabai (1994), which consists of incubating the soil sample with the colorless
substrates specific to each enzyme together with p-nitrophenyl. Then, the amount of p- nitrophenol formed
at the end of the incubation period is determined, expressed in mg of PNP 1 kg of soil' h-! (ug p-nitrophenol
h-' g dry soil").

The urease activity was evaluated by the methodology proposed by the method of Kandeler and
Gerber (1988), which consists of the determination of the ammonia released after the incubation of the soil
with a solution of urea.

The total microbial quality of the soil was estimated through the fluorescein diacetate (FDA) method.
The FDA was quantified according to Bandick and Dick (1999), whose substrate is hydrolyzedby soil
enzymes (proteases, lipases, and esterases), attributing this activity as a measure of the total microbial
quality of the soil. 1 g of soil was mixed with 20 mL of 60 mol L' sodium phosphate buffer solution and 100

pumol L' of FDA stock solution. The samples were shaken for 2 h on a shaker at 100 rpm, at 25 °C.
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Fig. 1. Schematic representation of the methodology.

A control of each sample was made, in which the substrate was only added after 2 h of stirring. Then,
20 mL of acetone were added to complete the enzymatic reaction. In the controls, 100 umol L-! of the FDA
stock solution and immediately, 20 mL of acetone were added. The solutions werecentrifuged for 5 min at
4032 g, filtered on Whatman no 4 filter paper, and then subjected to an absorbance reading at 490 nm on
a spectrophotometer. With the obtained data, a standard curve was elaborated, and the amount of
hydrolyzed fluorescein was calculated.

The data were subjected to analysis of variance by the F test, and in case of significance betweenthe
doses of biochar, regression analysis was performed. All statistical analyzes were performed usingsoftware

R, version 3.4.2 (R Development Core Team, 2017).

3. Results

The interaction effects between biochar doses and NPK fertilization were significant (p < 0.05) for3-
glucosidase, arylsulfatase, acid phosphatase and urease enzymes. The increase in biochar doses
promoted a quadratic behavior in soil enzymes, except arylsulfatase, which showed a constant value of

113.35 mg of p-nitrophenol kg-' of soil h-! in treatments with chemical fertilization (Fig. 2).
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Fig. 2. Effect of increased doses of biochar and the presence (with CFS) and absence (without CFS) of NPK
on the content of B-glucosidase (a), arylsulfatase (b), acid phosphatase (c), urease (d), and FDA (e and f)
in soil. * significant at 0.05; ** significant at 0.01 by t-test. Different uppercase letters above thecolumns

indicate significant differences (p < 0.05) between the presence and absence of CFS.

In soil fertilized with mineral fertilizers, the highest values of B-glucosidase (158.04 mg of p-
nitrophenol kg of soil h''), acid phosphatase (446.75 mg of p-nitrophenol kg' of soil h-'), and urease
(1262.32 mg of p-nitrophenol kg-! of soil h-') were observed at doses of 27, 24, and 34 Mg ha-! of biochar
(Fig. 2a, c and d), respectively. In the soil without chemical fertilization, the highest values of 8- glucosidase
(155.00 mg of p-nitrophenol kg-! of soil h-"), arylsulfatase (108.72 mg of p-nitrophenol kg' of soil h-'), acid
phosphatase (517.87 mg of p-nitrophenol kg-' of soil h''), and urease (1174.02 mg of p-nitrophenol kg' of
soil h'') were observed in the doses of 39, 30, 25, and 20 Mg ha"' of biochar (Fig. 2a,b, ¢ and d),
respectively.

The increase in biochar doses in soil caused a significant increase in the levels of the FDA in soil,and
the highest value of this enzyme (0.87 mg of PNF kg h-') was observed when applied 26 Mg ha-! of biochar
(Fig. 2e). The treatments with mineral fertilization showed higher content of arylsulfatase andFDA in soil,

regardless of the dose of biochar incorporated in soil (Fig. 2b and f) and B-glucosidase between the doses
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of 0 and 38 Mg ha! (Fig. 2a). However, in treatments without mineral fertilization, the highest values of acid
phosphatase were observed regardless of the biochar dose incorporated in soil (Fig. 2c) and urease
between the doses of 0 and 21 Mg ha' (Fig. 2d).

Between the second and third year after planting sugarcane (YAPS), the enzymes ( glucosidase,
arylsulfatase, acid phosphatase, FDA, and urease did not present statistical differences (p> 0.05) in the
treatments without addition of NPK. About treatments with the addition of NPK, the enzymes (- glucosidase

and urease stood out, showing higher values in the second YAPS (Fig. 3).
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Fig. 3. Effect of the presence (with CFS) and absence (without CFS) of NPK over the years after the
implantation of sugarcane on the content of B-glucosidase (a), arylsulfatase (b), acid phosphatase (c),
urease (d), and FDA (e) in soil. * significant at 0.05; ** significant at 0.01; and NS not significant by F-test.

4. Discussion

In the present study, it was found that the doses of biochar influenced the activity rate of the enzyme
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B-glucosidase, which may be associated with the increase in carbon availability promoted by biochar. -
glucosidase actively participates in the carbon cycle and is involved in the hydrolysis of organic products
(Khan et al., 2019). Besides, the presence of volatile compounds in the biochar may have contributed to
this enzyme’s higher activity (Liao et al., 2016). The increase in B-glucosidase activity observed in this
study, due to the incorporation of biochar in the soil, corroborates previous studies (Ali ef al., 2019; Song
et al., 2020). Biochar produced from plant remains rich in cellulose, suchas wood, can increase of 8-
glucosidase activity in soil, as observed in this study and by other authors (Ali et al., 2019). B-glucosidase
catalyzes cellulose hydrolysis to release glucose (Jain et al., 2016; Wang et al., 2018).

The increased activity of B-glycosidase in the soil may have contributed to the increase in other
enzymes’ activity, since B-glycosidase releases low molecular weight sugars, which are an energy source
for microorganisms in the soil (Garcia et al., 1994; Pathan et al., 2017).

The combined application of NPK and biochar significantly increased the content of 8 glucosidasein
soil over time compared to treatments with biochar application alone. According to Tian et al. (2016),the
exclusive application of biochar can cause low carbon mineralization and nutrient cycling in soil, dueto the
increase in the C/N ratio. However, the use of mineral fertilizers can reduce the C/N ratio, which increases
the mineralization rate of organic matter and nitrogen in the soil and increases the levels of carbon
sequestration and, consequently, the activity of the enzyme B-glucosidase in the soil. In a six- year field
experiment, these same authors observed that there was a better response of the enzyme -glucosidase
in the treatments that simultaneously applied biochar and mineral fertilizer.

The increase in the doses of biochar in the soil favored a higher acid phosphatase enzyme activity. Studies
have shown that biochar in the soil alters the enzymatic activity, acting on the hydrolysis of organic
phosphate compounds, with a consequent increase in the availability of soluble phosphates in soil and
improved nutritional quality status of plants (Atkinson et al., 2010; Jing et al., 2020). Similar results were
found by Biederman and Harpole (2013) and Du et al. (2014), in which the application of high doses of
biochar increased the microbial activity, due to a higher enzymatic activity of acid phosphatase. However,
biochar in soil can interfere with the pH and availability of nutrients in soil (Ali etal., 2019; Song et al., 2020).
Jin et al. (2016) reported a decline in acid phosphatase activity due to the application of biochar in soil;
consequently, the availability of P in soil was altered. The addition of phosphorus by the biochar may have
contributed to the reduction of acid phosphatase activity. Phosphatases are produced by plants and
microorganisms present in the soil. There seems to be an increase in the activity of these enzymes with a
decrease in the soil phosphorus availability (Reid and Bieleski, 1970).

The addition of biochar and mineral fertilizer significantly increased the urease enzyme activity insoil,
over the second and third YAP. In addition to exercising its function of hydrolyzing organic compounds
(urea) in ammonia and carbon dioxide (Jain et al., 2016; Zaman et al., 2013), the urease enzyme represents
an indicator of the nutritional status of soil and the efficiency of nitrogen fertilization

(Mierzwa-Hersztek et al., 2018). The association of biochar and mineral fertilizers influences the yield
and growth of crops (Atkinson et al., 2010; Steiner et al., 2007) and increases the enzymatic activity of soil
urease (Teutscherova et al., 2018), showing that biochar can significantly benefit the hydrolysis of urea
fertilizers. The results of this study corroborate with previous studies (Khan et al., 2019; Wu et al.,2020),
which also observed an increase in urease activity due to the increase in the doses of biochar applied to

the soil. On the other hand, opposite results were found by Zhu et al. (2017), who did not observe an
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increase in urease due to biochar use in soils cultivated with corn.

The N dynamics of the soil can be influenced by the application of biochar and the pH and textureof
soil (Amoah-Antwi et al., 2020; Makoi and Ndakidemi, 2008; Song et al., 2020). Besides, with the increase
in soil depth, there is a decrease in the concentration of organic matter and a smaller population of
microorganisms and urease activity (Zhu et al., 2017).

About the arylsulfatase enzyme, only treatments without NPK showed an increase in this enzyme
activity due to the increase in biochar doses. However, the presence of mineral fertilizer in soil contributed
to a higher activity of this enzyme, although the different biochar doses did not cause significant changes
in the arylsulfatase values in soil. The positive effect of biochar on the arylsulfataseactivity in soil observed
in the present study corroborates with Paz-Ferreiro et al. (2012) and Khadem etal. (2019). They reported
increased arylsulfatase activity in soils fertilized with biochar. Considered essential in the sulfur cycle, the
enzyme arylsulfatase has the primary function of hydrolyzing sulfate esters to phenols and releasing sulfur
to plants and microorganisms (Khadem et al., 2019).

Long-term laboratory and field experiments indicated that the arylsulfatase activity of soil is not
influenced by biochar (Jain et al., 2016), which corroborates with the results found in this study. Similar
results were found by Yoo and Kang (2012), where biochar from swine manure and from barley stover had
no significant eff cts on enzyme activity. Sun et al. (2014) also did not find significant effects of arylsulfatase
activity due to the application of biochar.

The microbial activity assessed by the FDA increased significantly with different doses of biochar.The
highest values of this enzyme were found in treatments in which biochar doses with the NPK addition were
applied, which also stood out during the second and third YAPS. Equivalent results wereobserved by van
Zwieten et al. (2010), in which the addition of biochar, together with chemical fertilizer,provided an increase
in microbial biomass and FDA activity in soils cultivated with soybeans. Bhaduri etal. (2016), using the
peanut shell biochar, and Sarma et al. (2017), using wooden biochar, found that the presence of biochar
induced an increase in FDA activity. Furthermore, these authors state that the presence of biochar
increases organic matter in soil that is correlated with FDA activity.

FDA hydrolysis represents the activity of a group of enzymes, such as lipases, esterases, and
proteases (Jiang et al., 2016). Protease enzymes, for example, are responsible for the hydrolysis of proteins
that release amino acids. These amino acids are discouraging and release nitrogen in the formof ammonia;
thus, the FDA action makes up the first stage of nitrogen mineralization present in soil via organic fertilizers
or by the microrganisms death (Geisseler and Horwath, 2009, 2008; Giagnoni et al., 2016). Thus, higher
FDA activity with the application of biochar and NPK may be due to the greater availability of substrate,
which stimulates the metabolic activity of microorganisms in the soil (Saha et al., 2019).

In this study, the application of biochar alone or with NPK contributes to increase the enzymatic
activity in soil. However, corroborating with the results of other authors (Ali et al., 2019; Song et al., 2020;
Yadav et al., 2019), the amount of biochar incorporated in soil can influence the enzyme activity.In
treatments without NPK, the addition of doses higher than 40, 30, 25, and 20% promoted a reductionin the
activity of the enzymes (8 glucosidase, arylsulfatase, acid phosphatase, and urease, respectively.In the
treatments with NPK, the decrease in the activity of B-glucosidase enzymes, acid phosphatase, and urease
was observed in doses above 27, 25, and 35%, respectively. This reduction can be attributed to the fact that

biochar usually presents excessive porosity, a large reactive surface area, and negative charges on the
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surface, which favors the sorption or blocking of enzymes or substrates (Ali et al., 2019;Jing et al., 2020).

According to Hammer et al. (2014), biochar presents a complex matrix for the growth of
microorganisms and the source of nutrients. Thus, in the present study, the application of biochar to thesoil
may contribute to the maintenance of enzymatic activity in the soil over time or increase the activityof 8-
glucosidase and urease when the biochar was applied together with NPK.

Therefore, the potential use of eucalyptus wood waste biochar in sugarcane crops favors the
biological activity of the soil and contributes to mitigating environmental impacts, due, for example, to the
rational disposal of forest residues and the carbon fixation. Besides, the study demonstrates that the
application of biochar, together with mineral fertilizer increases the potential for activity of soil enzymes.
Thus, the general improvement in the biological properties of the soil due to the application of biochar can
contribute to greater efficiency in the use of nutrients, which may reflect on the growth and yield of
sugarcane more economically and sustainably. According to Mendes et al. (2019), in general, the higherthe

biological activity of the soil, the greater the productivity of crops.

5. Conclusions

1. The application of biochar from eucalyptus residues up to the dose of 30 Mg ha! increased theactivity of
the enzymes B-glucosidase, acid phosphatase, arylsulfatase, urease, and the total microbial quality of the
soil; however, higher doses reduced the activity of these enzymes and the total microbial quality of the soil
over time.

2. The application of mineral fertilizers, in combination with biochar, increased the enzymatic activity of 8-
glucosidase, arylsulfatase and urease and the total microbial quality of the soil over time. On the other

hand, the addition of NPK fertilizer reduced the activity of the enzyme acid phosphatase.
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Este artigo foi elaborado conforme as normas da revista European Journal os Soil Biology.
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Biocarvao altera a atividade microbiana do solo cultivado com cana-de-agticar ao longo do tempo

Resumo

A aplicagdo de biocarvdo no solo pode melhorar a estrutura fisica, a disponibilidade de nutrientes e a
atividade bioldgica do solo, além de contribuir ambientalmente para o sequestro de carbono. No entanto
ha poucos estudos em longo prazo sobre os efeitos do biocarvao na atividade biolégica de solos. Assim,
este trabalho teve como objetivo identificar o efeito das doses de biocarvéo, ao longo do tempo, sobre a
atividade e diversidade de microrganismos do solo em cana-de-agucar irrigada. Os indicadores da
atividade biolégica do solo utilizados foram os teores de carbono da biomassa microbiana (Cmic), respiragéo
basal do solo (SBR), carbono organico total (COT), quociente metabdlico (QCOz2), quociente microbiano (qMIC)
e efluxo de COz no solo e indice de Shannon. Amostras de solo foram coletadas por dois anos consecutivos
na linha de plantio de cana-de-aglcar adubada com biocarvao. O experimento foi conduzido, em
delineamento com blocos ao acaso, esquema fatorial 5 x 2, com quatro repeti¢des: cinco doses de
biocarvao de madeira de eucalipto (0, 10, 20, 30 e 40 Mg ha') com e sem aplicagdo de fertilizante NPK. A
interagdo entre as doses de biocarvao e a adubagdo com NPK foi significativa (p < 0,05) para Cmic, SBR,
qCOz2, gMIC, efluxo de CO: e indice de Shannon. Independentemente da aplicacao do fertilizante mineral
NPK, doses de biocarvao entre 20 e 30 Mg ha' favorecem a atividade dos microrganismos do solo,

enquanto doses acima desses valores contribuem para a reducao das emissdes de CO; para a atmosfera.

Palavras-chave: Carbono da biomassa microbiana, Respiragdo basal do solo, Carbono organico total,

Quociente metabdlico, Quociente microbiano, indice de Shannon.
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Biochar alters the microbial activity of soil cultivated with sugarcane over time

Abstract

The application of biochar in the soil can improve the physical structure, nutrient availability and biological
activity of the soil, in addition to contributing environmentally to carbon sequestration. However, there are
few long-term studies on the effects of biochar on the biological activity of soils. Thus, this work aimed to
identify the effect of biochar doses, over time, on the activity and diversity of soil microorganisms in irrigated
sugarcane. The soil biological activity indicators used were the microbial biomass carbon content (Cmic),
soil basal respiration (SBR), total organic carbon (TOC), metabolic quotient (qCO2), microbial quotient
(gqMIC) and CO: efflux in soil and Shannon index. Soil samples were collected for two consecutive years in
the sugarcane planting line fertilized with biochar. The experiment was conducted in a randomized block
design, in a 5 x 2 factorial scheme, with four replications: five doses of eucalyptus wood biochar (0, 10, 20,
30 and 40 Mg ha-') with and without application of NPK fertilizer. The interaction between biochar doses
and NPK fertilization was significant (p < 0.05) for Cmic, SBR, qCOz2, gMIC, CO: efflux and Shannon index.
Regardless of the application of NPK mineral fertilizer, doses of biochar between 20 and 30 Mg ha! favor
the activity of soil microorganisms, while doses above these values contribute to the reduction of CO2

emissions for the atmosphere.

Keywords: Microbial biomass carbon, Soil basal respiration, Total organic carbon, Metabolic quotient,

Microbial quotient, Shannon index.
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1. Introdugéao

O biocarvéo, também conhecido como biochar, € um material carbonaceo sélido resultante da
conversao termoquimica de biomassa em condi¢des andxicas, processo conhecido como pirdlise [1]. Em
virtude de sua estrutura porosa e da presenca de compostos aromaticos, o biocarvao tem sido considerado
uma estratégia promissora para a retengdo em longo prazo de carbono no solo e a mitigagao das emissoes
de gases de efeito estufa [2,3].

As propriedades fisicas e quimicas do biocarvao contribuem para a melhoria da qualidade do solo,
pelo fato, por exemplo, do aumento da disponibilidade de nutrientes, maior capacidade de retengdode
agua, adsorgao de contaminantes organicos e metais pesados, além de contribuir para maior eficiéncia
dos fertilizantes [4,5].

Por sua natureza geralmente alcalina, o biocarvdo atua como um corretivo da acidez do solo, com
consequente aumento do pH e da capacidade de troca catidnica e reducéo da lixiviagdo de nutrientes,
favorecendo o crescimento e desenvolvimento das culturas [1]. Além de alterar as propriedades do solo, o
biocarvao pode modificar a estrutura da comunidade microbiana, envolvida em varios processos fisicos e
quimicos do solo [6,7]. Além disso, como 0s microrganismos sao considerados indicadores da qualidade
do solo [8], a determinagéo da atividade biolégica do solo é essencial para avaliar a diversidade funcional
da microbiota [9].

O carbono da biomassa microbiana (Cmic), que representa a fragéo viva da matéria organica do solo
(MOS), composta por actinomicetos, bactérias e fungos, € um dos indicadores biolégicos mais sensiveis
as mudangas ambientais [10]. Além do mais, Cmic esta relacionado a dindmica da MOS e ciclagem de
nutrientes [11]. Outro indicador amplamente utilizado é a respira¢ao basal do solo (SBR) que é sensivel a
disturbios ambientais. A SBR representa o total de todas as fungdes metabdlicas nas quais o didxido de
carbono (CO.) é produzido [12]. Adicionalmente, o quociente metabdlico do solo (qCO2) é estimado pela
razdo entre SBR e Cmic e representa a capacidade de a microbiota utilizar o substrato presente no solo
[13,14].

A mensuracao do carbono orgénico total do solo (COT) também é um indicador da qualidade e esta
relacionado com a formacgao e estabilidade dos agregados e, consequentemente, com a estrutura do solo
[11]. O quociente microbiano (qMIC) é outro indicador biolégico, obtido pela razdo entre o Cmice o COT,
associado a matéria organica presente no solo [15].

Nesse contexto de qualidade do solo, a aplicagédo de biocarvao contribui para o crescimento e
reprodugao da microbiota do solo, que, por sua vez, altera a diversidade microbiana. Assim, o estudo da
diversidade funcional da microbiota do solo, por meio do indice de diversidade, pode servir como um
indicador das mudancgas ocorridas no solo, uma vez que a diversidade funcional revela a pluralidade de
atividades exercidas pelos microrganismos dentro de um ecossistema [16]. Entre os indices, destaca-se o
indice de Shannon baseado na abundancia proporcional das espécies [17].

Diante do exposto, estudos mais detalhados sdo necessarios para entender melhor o impacto do
biocarvao no ecossistema do solo. Assim, este trabalho teve como objetivo identificar o efeito das doses

de biocarvao, ao longo do tempo, sobre a atividade e diversidade de microrganismos do solo em canavial.
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2. Material e métodos

O experimento foi conduzido no Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas
Gerais, no municipio de Montes Claros, Minas Gerais, Brasil (16° 41' 2,03” S; 43° 50' 19,28” 0; 646 m).Os
atributos quimicos e fisicos do solo, na camada de 0-20 cm de profundidade, determinados de acordo com
Teixeira et al. (2017), foram: pH (H20) = 6,3; carbono organico total = 40,5 g kg™'; P = 3,10 mg dm3; K =
66,00 mg dm3; Ca?* = 6,5 cmolc dm3; Mg?* = 3,20 cmol dm3; H+Al = 2,20 cmol dm-3; e textura média [18].

O delineamento estatistico foi em blocos casualizados em esquema fatorial (5 x 2) com quatro
repeticdes. Os tratamentos corresponderam a cinco doses de biocarvao (0, 10, 20, 30 e 40 Mg ha') sem
corregdo da fertilidade do solo (NFC) e com corregao da fertilidade do solo (WFC). Nos tratamentos WFC,
foram aplicados 13 kg ha' de N, 100 kg ha' de P.Os e 33 kg ha' de K0, na adubagéo de plantio e, 90
dias apo6s o plantio, 100 kg de KO e 80 kg de N em cobertura. As quantidades de fertilizantes foram
determinadas conforme recomendado para o cultivo de cana-de- agucar [19-21]. A cobertura foi repetida,

nos anos restantes do experimento, apos a colheita (Figura 1).

40 Mg ha''

AAP - Anos Apos o Plantio da Cana-de-Agucar
Figura 1. Representacao esquematica da metodologia.

O biocarvao foi obtido a partir da pirdlise lenta de residuos de madeira de eucalipto a 350°C. Apods
o resfriamento, o biocarvao foi triturado e passado em peneira de malha de 5 mm e, posteriormente,
distribuido no sulco de plantio e homogeneizado na camada de 0 a 20 cm de profundidade. Amostras de

biocarvao foram levadas ao laboratoério para determinar suas propriedades quimicas e fisicas (Tabela
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1).

Tabela 1. Propriedades quimicas e fisicas do biocarvao de residuos de madeira de eucalipto.

pH H @) C N P Ca Mg S
% mg.kg"
Médias 6,1 246 226 56,7 0,5 8 13,8 12,4 2,6
IC 0,1 0,18 1,18 2,01 0,04 0,61 0,61 1,19 0,64
Cu Zn Fe Mn Si Ni Pb Cd Densidade Cinzas
mg.kg" g.cm3 %
Médias 51,5 270 1,43 56,9 7986 52 3,03 4,5 0,45 10
IC 3,8 181 0,37 6,6 196 053 045 0,53 0,03 1,02

Média (n=3) e intervalo de confianga (IC).

Para a implantagao do canavial, sessenta dias antes do plantio, foram abertos sulcos de 20 cm de
profundidade, com espagamento entre linhas de 1 m, em que foi incorporado o biocarvao. Apds a
incorporagdo do biocarvdo, a area experimental foi irrigada, mantendo a umidade do solo préxima a

capacidade de campo. A cana-de-agucar foi plantada em julho, variedade SP81-3250, com dez gemas

viaveis por metro linear de sulco de plantio, totalizando 100.000 plantas ha-1. As unidades experimentais
foram constituidas por quatro linhas de plantio com 30 plantas, totalizando 120 plantas por parcela. A area
util constou de 48 plantas na regido central de cada unidade experimental. A irrigagcdo do canavial foi por
aspersao convencional, ndo havendo necessidade de aplicagdo de insumos para controle de pragas e
doencas. Aos 30 dias apds a colheita da cana-de-agucar, no segundo e terceiro anos apoés o plantio, foram
realizadas adubagdes com ureia e cloreto de potassio para a reposicao de N e K, respectivamente.

Em agosto do segundo e terceiro anos apoés o plantio, avaliou-se a altura da planta e realizou- se a
colheita, mantendo-se a palhada na superficie do solo. Dois dias antes da colheita, amostras de solo foram
coletadas, na camada de 0 a 20 cm de profundidade, na linha de plantio para as analises. As amostras de
solo foram mantidas a 4°C até o momento de serem analisadas (Figura 1).

No 39, 4°, 5° e 6° dias apods a colheita, o efluxo de CO2 do solo foi avaliado "in loco", por meio de um
analisador de gas por absorgéo de infravermelho (IRGA) modelo LCpro-sd, acoplado a uma campanula
modelo ADC Soil Hood (Analytical Development Company Bioscientific Ltd, Hoddesdon, Inglaterra). As
medic¢des foram realizadas por bloco, um bloco por dia e ocorreram entre 8h e 12h, para minimizar o efeito
da temperatura.

O carbono da biomassa microbiana do solo (Cmic) foi avaliado de acordo com o método de
fumigagao-extragdo com cloroférmio descrito por Vance et al. (1987) [22]. O método de oxidagao foi utilizado,
para determinar o teor de carbono orgénico total no solo (COT), conforme Yeomans e Bremner (1988) [23].

Arespiragdo basal do solo (SBR) foi determinada, de acordo com Anderson (1982) [24], que consiste
em avaliar a quantidade de CO. produzida sob incubagao aerdbica a 25 °C por sete dias. O coeficiente
metabdlico (qCO,) foi estimado pela relagdo entre RBS e Cmic [25], enquanto o quociente microbiano
(gqMIC) foi estimado pela relagao entre Cmic e COT [26].

O indice de diversidade de Shannon (H) foi determinado, de acordo com a metodologia proposta

por Bloem et al. (2006) [27], utilizando microplacas Biolog Ecoplate (Biolog Inc., Hayward, CA, EUA). Cada
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microplaca foi composta por trés grupos de 31 diferentes substratos de carbono (acidos carboxilicos,
carboidratos, polimeros, aminoacidos e amidos), além do controle (sem substrato). Cada amostra foi
inserida em uma microplaca e incubada a 28°C por 48 horas. O crescimento microbiano foi determinado por
espectrofotometria a 590 nm. A capacidade de usar uma fonte de carbono foi determinada pela (Equagao
1) [28]:

WE = 100 (WA — W0 )/ W0 (1)

em que: WE é o indice de desenvolvimento de cor, WA é a absorbancia de cada cavidade e WO ¢é a
absorbanciado branco. A condi¢do para que a reagao seja positiva € que o WE seja maior que 100.

O indice de Shannon compreende a riqueza de substratos e a intensidade com que a microbiota os
utilizou (Equagéo 2) [29, 30]:

H = - = pi (In pi) (2)

em que: H é o indice de diversidade de Shannon e pi é a razao entre a atividade de utilizagdo de um
determinado substrato e a atividade de utilizagdo de todos os substratos.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F, e a analise de regressao
foi realizada em caso de significancia entre as doses de biocarvao. Todas as analises estatisticas foram

realizadas no software R, verséo 3.4.2 [31].

3. Resultados

O crescimento em altura das plantas de cana-de-aglcar aumentou linearmente com as doses de
biocarvao (Figura 2A). Na auséncia de biocarvao, as diferengas entre os tratamentos sem corre¢ao da
fertilidade do solo (NFC) e com correcdo da fertilidade do solo (WFC) foram mais significativas que nas
doses mais altas de biocarvéo. De acordo com as equagbes de regressao realizadas, para crescimento
em altura, em fungdo das doses de biocarvao (Figura 2A), na primeira safra de cana-de- agucar, a altura

das plantas foi de 2,21 e 2,64 m, nos tratamentos NFC e WFC, respectivamente, na dose zero de
biocarvao. Na dose de 40 Mg ha-1 de biocarvao, as alturas foram de 2,94 e 2,95 m, respectivamente, nos
tratamentos NFC e WFC. Na segunda safra de cana-de-agucar, a altura das plantas foi de 1,14 e 2,45, na

dose zero e 1,72 e 3,01 m na dose 40 Mg ha'1, nos tratamentos NFC e WFC, respectivamente (Figura
2A).
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Figura 2. Crescimento em altura da cana-de-agucar (A) e teor de carbono organico total do solo (B) em

fungéo das doses de biocarvao

Para carbono orgéanico total (COT), nos dois anos de avaliagdo, ndo houve diferenga significativa
entre os tratamentos NFC e WFC (Figura 2B). Por outro lado, os teores de COT aumentaram linearmente

com as doses de biocarvao. No primeiro ano, os teores de COT, nas doses zero e 40 Mg ha-1 de biocarvao,
foram de 30,5e 35,8 g kg'1, respectivamente. No segundo ano, os teores de COT foram de 26,5 e 43,0 g
kg'1, nas doses zero e 40 Mg ha=1 de biocarvao, respectivamente (Figura 2B).

Para as variaveis carbono da biomassa microbiana do solo (Cmic), respiragédo basal do solo (SBR),
efluxo de CO,, quociente metabdlico (qCO;), quociente microbiano (QMIC) e indice de Shannon, houve
efeito significativo da interacéo entre as doses de biocarvao e corregao da fertilidade do solo (NFC e WFC),

nos dois anos de avaliagao (Tabela 2).
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Tabela 2. Carbono da biomassa do solo (Cmic), respiragédo basal do solo (SBR), efluxo de COz2, quociente

metabdlico (qCOz2), quociente microbiano (QMIC) e indice de Shannon em fung¢ao das dosesde biocarvao,

nos tratamentos sem e com NPK, em dois anos de avaliagao

Variaveis Ano NPK Equacéao R2 Xmax Ymax
,_sem y= 250,32+10,363**x-0,2384**x2 0,87 21,73 389,51
Cmic com y=26155+1181*x-0,2725"*x2 0,97 21,67 362,94

mg C microbial kg

,_sem v =267,70+8,995**x -0,205**x?2 0,82 21,94 366,37
com y=288,01+9,4621**x-0,1864**x2 0,91 2538 408,09

,_sem y= 0,0689+0,0057**x-0,0001**x2 0,79 28,50 0,15

SBR com vy =0,0788+,0094**x-0,0002**x2 0,93 2350 0,19

mg C-CO2 kg solo h-"

, _sem = 0,0813+0,0059**x-0,0001**x2 0,80 29,50 0,17

com y=0,1002+0,0091**x-0,0002**x2 0,93 22,75 0,20

,_sem y= 3,345-0,094**x+0,002**x2 0,78 0,00 3,35

Ef'U>I<0 02021 com y=3,425-0,13**x+0,0023x2 0,91 0,00 3,43

mol m—« s~

H | _sem ¥ =3,5986-0,072**x+0,0014**x2 0,92 0,00 3,60

com y=3,7493-0,1396**x+0,0024x>2 0,88 0,00 3,75

,o_sem y= 0,2782+0,0069*x-0,0001*x2 0,62 34,50 0,39

qCO2 com y=0,3001+0,0154**x-0,0003**x2 0,69 2567 0,47

mg C-CO2,g" Cmic h-'

, _sem y= 0,3115+0,0081*x-0,0002*x2 0,60 20,25 0,39

com y=0,3483+0,0154**x-0,0004*x2 0,62 1925 0,50

,_sem y= 0,8612+0,0214**x-0,0006**x2 0,82 17,83 1,05

q'\glc com y=0,8232+0,0426**x -0,0011**x2 0,94 19,36 1,24

° , _sem y= 1,1288-0,0095**x 0,90 0,00 1,13

com y=1,0449+0,0286**x-0,0008**x2 0,90 17,88 1,30

,o_sem y= 1,1257+0,0994**x-0,0021**x2 0,91 23,67 2,30

. com y=1,7036+0,0598**x-0,0014**x2 0,75 21,35 2,34

Indice de Shannon
, _sem y= 1,3621+0,0826**x-0,0012**x2 0,99 34,42 2,78
com y=2,535+0,0213**x 0,82 40,00 3,39

Xmax é a dose de biocarvao correspondente ao maximo valor da variavel (Ymax).

Os valores de Cmic, SBR e qCO, foram ajustados a um modelo quadratico, independentemente do

ano de avaliagao e aplicacdo do NPK (Tabela 2). Os maiores valores de Cmic foram observados, nos

tratamentos NFC, 389,50 e 408,09 mg C microbiano kg', no primeiro e segundo anos, respectivamente

(Tabela 2). Independentemente da aplicagdo de NPK, durante os dois anos de avaliagdo, os maiores

valores de Cmic foram obtidos entre as doses de 21,77 a 25,38 Mg ha! de biocarvao (Tabela 2).

Para SBR, os maiores valores foram obtidos, nos tratamentos WFC, no primeiro ano (0,19 mg C

CO2 kg solo hora) e nos tratamentos NFC, no segundo ano (0,20 mg C-CO2 kg-! solo hora™). As doses
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de biocarvao, para obter os maiores valores de SBR, variaram de 22,75 a 29,50 Mg ha™' (Tabela 2). Da
mesma forma, os maiores valores de qCO, foram obtidos, nos tratamentos WFC no primeiro ano (0,47 mg
C-CO2.g™' Cmic h'') e, nos tratamentos NFC, no segundo ano (0,50 mg C-CO..g" Cmic h') (Tabela 2). As
doses, para a obtengdo dos maiores valores de qCO2 variaram de 25,67 a 34,50 Mg ha-! no primeiro ano,
enquanto, no segundo ano de avaliagdo, as doses variaram de 19,25 a 20,25 Mg ha™' (Tabela 2).

Os valores de efluxo de CO, foram ajustados a um modelo quadratico, nos dois anos avaliados,
independentemente da aplicagdo do NPK (Tabela 2). De acordo com as equagdes ajustadas, os maiores
valores de efluxo de CO> foram obtidos em doses zero de biocarvao e variaram de 3,35 a 3,75 pmol m2 s
1. Os menores valores, 2,24 ymol m2 s' (sem NPK) e 1,59 pymol m2 s' (com NPK), foram obtidos nas
doses correspondentes de biocarvao 23,50 e 28,26 Mg ha', respectivamente, no primeiroano de
avaliagdo. Os menores valores foram obtidos, no segundo ano nas doses de 25,71 e 29,08 Mg ha' e
corresponderam a 2,67 e 1,72 ymol m=2 s-', respectivamente, para os tratamentos NFC e WFC (Tabela 2).

No primeiro ano de avaliagao, tanto nos tratamentos NFC quanto WFC, os valores de gMIC foram

ajustados a um modelo quadratico em fungéo das doses de biocarvao (Tabela 2). Os maiores valores,nos

tratamentos NFC e WFC, 1,05% e 1,24%, foram obtidos nas doses de 17,83 e 19,36 Mg ha-1,
respectivamente. No segundo ano, nos tratamentos NFC, os valores de gMIC diminuiram linearmente com
as doses de biocarvao, enquanto, nos tratamentos WFC, os valores foram ajustados a um modelo

quadratico. Nos tratamentos NFC, o maior valor de gMIC foi de 1,30%, na dose correspondente a 17,88Mg

ha-1 de biocarvao. Por outro lado, nos tratamentos WFC, o maior valor, 1,13%, foi obtido na dose zero de
biocarvao (Tabela 2).

Os valores do indice de Shannon ajustaram-se a um modelo quadratico, exceto para os tratamentos
NFC, no segundo ano de avaliagdo (Tabela 2). No primeiro ano, os valores foram de 2,30 e 2,34, nas
doses de 26,67 e 21,35 Mg ha', respectivamente, nos tratamentos NFC e WFC. No segundoano, nos
tratamentos NFC, o maior valor, 3,39, foi obtido na dose de 40 Mg ha' de biocarvao, enquanto, nos
tratamentos WFC, o maior valor, 2,78, foi obtido na dose de 34,42 Mg ha' de biocarvao (Tabela 2).

Cmic correlacionou-se positivamente com SBR, qCO2, gMIC e indice de Shannon e negativamente
com efluxo de CO, (Tabela 3). A SBR foi positivamente correlacionada com o qCO2 e negativamente

correlacionada com o efluxo de COz; qCO: correlacionou-se positivamente com gMIC (Tabela 3).

Tabela 3. Coeficiente de correlagao de Pearson entre as variaveis carbono na biomassa microbiana
(Cmic), respiracao basal do solo (SBR), carbono orgéanico total (COT), efluxo de CO2, quociente metabdlico
(qC02), quociente microbiano (qMIC) e indice de Shannon

Variaveis Cmic SBR CcoT Efluxo de CO2 gCO:2 gMiC
SBR 0,85* - - - - -
CoT 0,34Ns 0,27 NS - - - -
Efluxo de CO2 -0,76** -0,68* -0,70* - - -
qCO2 0,61* 0,93** 0,21Ns -0,51° - -
gMIC 0,63* 0,70** -0,26 NS -0,30 NS 0,61* -
indice de Shannon 0,68* 0,61* 0,38 Ns -0,46 NS 0,47Ns  0,20Ns

** * e NS, significativo a 1%, 5% e néao significativo, respectivamente.
4. Discussao
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O crescimento em altura das plantas de cana-de-agucar com o aumento das doses de biocarvao
(Figura 2A) pode ser atribuido a melhoria das propriedades quimicas, fisicas e biologicas do solo. O
biocarvao é uma fonte de nutrientes (Tabela 1) e contribui para aumentar a capacidade de troca catibnica
dos solos [32]. Pela grande porosidade das particulas e superficie especifica, favorece acapacidade de
retencédo de agua e promove um ambiente propicio ao desenvolvimento de microrganismos, como fungos
micorrizicos [33].

No segundo ano de avaliagdo, 0 menor crescimento em altura, no tratamento sem NPK (NFC),
principalmente nas menores doses de biocarvao (Figura 2A), pode ser atribuido aos nutrientes exportados
pelos colmos de cana-de-agucar na primeira colheita, consequentemente, houve diminuicdo da
capacidade do solo em fornecer esses elementos para as plantas.

Os teores de COT aumentaram linearmente com a quantidade de biocarvao incorporado ao solo
(Figura 2B). Além de ser uma fonte de carbono (Tabela 1), a estrutura aromatica do biocarvéo é
desfavoravel a sua biodegradacgéao [34,35], o que contribui para a manutengéo do estoque de carbono do
solo ao longo do tempo. Outros autores também encontraram aumento nos teores de COT com a aplicagao
de biocarvao no solo [36-38].

Certamente manter a palha de cana (residuo da colheita), na superficie do solo, também, contribui
para o aumentou os teores de COT [39, 40]. Em 2012, pesquisadores relataram que os maiores teores de
COT, resultantes da aplicagao de biocarvéao e fertilizantes, podem estar associados, além do biocarvao
ser uma fonte de carbono, ao maior crescimento das plantas (raiz e parte aérea), maior indice de area
foliar para a producgao de fotossintatos e rizodeposi¢ao e respiragao das raizes, proporcionada pela maior
disponibilidade de nutrientes [3]. Neste estudo verificou-se que o crescimento em altura das plantas
aumentou linearmente com as doses de biocarvdo, sendo os maiores valores obtidos nos tratamentos com
biocarvéao e adubagao mineral (Figura 2A).

A manutengao dos estoques de COT, ao longo do tempo, em solos que receberam aplicagdo de
biocarvéo, tem sido atribuida a estabilidade do carbono pirogénico [41]. Segundo esses autores, o carbono
dos biocarvdes derivados da madeira é altamente recalcitrante nos solos, com tempos de residéncia entre
100 e 1000 anos, 10-1000 vezes mais residente que a matéria organica nao pirolisada. Assim, a aplicacéo
de biocarvao pode aumentar os estoques de carbono do solo e € uma técnica promissora para mitigar as
emissdes de gases de efeito estufa [42].

Os valores de Cmic, de acordo com o modelo de equagao ajustada, aumentaram até as doses de
20 a 25 Mg ha' (Tabela 2). Cmic representa o reservatério mais ativo e dinamico de C organico e nutrientes
do solo e corresponde, em média, 2 a 5% do COT [43]. Assim, a Cmic esta diretamente relacionada a
quantidade e qualidade da matéria organica do solo [44], sendo muito mais sensivel as praticas de manejo
do solo que a COT [45]. No presente estudo, a temperatura final de pirdlise foi de 350 °C. Nessa
temperatura, ainda, ha material organico néo totalmente pirolisado, como a lignina [46].

Além do biocarvao, as diferentes quantidades de residuos, principalmente folhas, depositadas na
superficie do solo, durante o crescimento das plantas até a colheita, podem ter influenciado a Cmic. Nos
tratamentos com maiores doses de biocarvao, houve maior crescimento das plantas em altura (Figura 2A)
e, consequentemente, maior quantidade de folhas depositadas na superficie do solo. Além disso, doses
maiores de biocarvao incorporaram carbono ao solo em formas mais recalcitrantes. Embora néo esteja

muito claro quais fatores influenciaram o Cmic, pode-se inferir que a quantidade de residuos da cana-de-
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agucar e do biocarvao alterou a qualidade e a relagao carbono/nutriente da matéria organica do solo.

A reducéo da atividade dos microrganismos associados ao Cmic (Figura 2A), em doses acima de 20
a 25 Mg kg de biocarvao, é reforcada pelos valores de SBR e qCO:2 (Tabela 2). Como observado para
Cmic, os maiores SBR e qCO, foram obtidos em doses intermediarias de biocarvéo (Tabela 2). Os fatores
que influenciaram os valores Cmic discutidos anteriormente podem ter afetado o SBR e o qCOa.
Corroborando com essa hipotese, houve correlagao positiva de Cmic com COT, SBR e qCO2 (Tabela 3),
independentemente do ano de avaliagdo, da dose de biocarvao e da aplicagcdo de NPK. Ja o SBR e o
gCO; estao relacionados com a eficiéncia da biomassa microbiana, pois a redugéo nos valores de SBR e
gCO: indica que menos carbono na forma de CO- esta sendo perdido pela respiragio e, consequentemente,
mais carbono é incorporado aos tecidos microbianos [47]. Zhou et al. (2017) verificaram que a incorporagéo de
biocarvao ao solo reduz as emissées de CO2 em até 21% em relagdo a incorporagéo de matéria-prima
nao pirolisada [48]. Assim, menores valores de qCOz, verificados em maiores doses de biocarvao (Tabela
2), podem indicar menor estresse ambiental e favorecimento da populagédo microbiana do solo com melhor

habitat e otimizagdo do uso do carbono [49].

A incorporacgao de biocarvado ao solo aumentou o gMIC até as doses de 17 e 19 Mg ha1 (Tabela2).
A reducgdo do gMIC, em doses maiores de biocarvao, pode estar associada ao fato do biocarvao ser um
material rico em carbono (Tabela 1), uma vez que o qMIC foi estimado pela relagdo entre Cmic e COT.
Assim, doses maiores de biocarvdo aumentaram o teor de COT (Figura 2A) e, em consequéncia,
reduziram os valores de gMIC (Tabela 2). O gMIC é usado como um indicador do potencial de
mineralizagdo da matéria organica. Quanto menores os valores de qMIC no solo, menor a tendéncia de
mineralizagdo da matéria organica [50,51]e, com isso, menor a emissdo de CO2 para a atmosfera.

Para o efluxo de CO; do solo determinado "in loco", nos dois anos de avaliagao, foram encontrados
valores menores com o aumento das doses de biocarvao, independentemente da aplicagdo de NPK
(Tabela 2). Os valores de Efluxo de CO, foram negativamente correlacionados com Cmic, SBR e COT,
indicando que, independentemente dos fatores ambientais que afetam a difusividade do diéxido de
carbono no solo, quanto maiores os valores dessas variaveis, menor o Efluxo de COzdo solo. O efluxo de
CO:2 do solo ou da respiragéo do solo esta relacionado ao carbono emitido pelas raizes das plantas, pela
atividade de microrganismos e pela oxidagdo da matériaorganica e esta relacionado a fatores ambientais,
como temperatura e umidade, manejo do solo, que afetam a difusividade do diéxido de carbono no solo
[52].

Em relagdo a diversidade microbiana, a adigdo de biocarvao ao solo aumentou significativamente o
indice de Shannon (Tabela 2). Os maiores valores do indice de Shannon estdo relacionados & maior
diversidade da comunidade microbiana do solo, o que favorece a sobrevivéncia dos microrganismos, em
situacdes de estresse, promovidas, por exemplo, pelas atividades agricolas [53,54]. Outros estudostambém
observaram aumento no indice de Shannon apela adi¢cdo de biocarvao ao solo [55-57].Segundo esses
autores, as melhorias nas propriedades quimicas e fisicas do solo pelo biocarvao favorecem tanto os
microrganismos do solo quanto as plantas, que contribuem com carbono para o solo via biomassa e
rizodeposigdo. Além disso, as particulas de biocarvdo tém uma alta superficie especifica e porosidade,
que fornecem um habitat favoravel para microorganismos. Assim, a complexidade da matriz e a
composi¢gao dos biocarvoes, em funcdo da matéria-prima e condigbes de pirdlise, afetam os

microrganismos do solo diferentemente dos residuos organicos nao pirolisados.
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Os valores do indice de Shannon foram positivamente correlacionados com o Cmic, uma vez que é
constituido por fungos, bactérias, actinomicetos, protozoarios, algas e microfauna do solo [22]. O indice
de Shannon indica que, ao longo do tempo, houve aumento na diversidade da comunidade microbiana do
solo com biocarvao, principalmente quando combinado com NPK (Tabela 2), Zhang et al. (2021) [3],
favorece o aumento da SBR (Figura 3B). Além disso, a composi¢cao quimica e a estrutura fisica dos
biocarvoes alteram as propriedades do solo, afetando diretamente a populagdo microbiana [54].
Independentemente das doses de biocarvao, de maneira geral, os tratamentos adubados com fertilizantes
minerais NPK apresentaram maiores valores de Cmic, SBR, qCOz2, gMIC e indice de Shannon e menores
valores de efluxo de COz (Tabela 2) quando comparados aos tratamentos sem adicdo de NPK. Esses
resultados podem ser atribuidos as mudangas, nas propor¢gdes de carbono/nutrientes, que alteraram a
atividade dos microrganismos do solo [58-60]. Embora os residuos da cana-de-agucar sejam ricos em
compostos recalcitrantes, como lignina,celulose e hemicelulose e o biocarvdo em carbono mais estavel
[61], as maiores relagbes carbono/nutrientes, decorrentes da adicdo de NPK, podem ter favorecido a
oxidacao mais rapida do biocarvao e da palha da cana-de-agucar depositados na superficie do solo.

De maneira geral, os valores das variaveis Cmic, SBR, qCO,, gMIC e indice de Shannon, nos dois
anos de avaliagao, independentemente da aplicagdo de NPK, aumentaram até as doses intermediarias de
biocarvao, estabilizando ou apresentando uma leve redugdo a partir das doses 20 a 30 Mg ha' (Tabela
2). Por outro lado, o efluxo de CO- foi mais significativo, em doses mais baixas de biocarvao, enquanto o
COT aumentou linearmente (Tabela 2). Uma possivel hipbtese, para explicar esses resultados, é o efeito
priming decorrente da adigdo debiocarvao ao solo. O efeito priming é entendido como intensas mudangas,
em curto prazo, na reciclagem da matéria organica do solo, causadas, por exemplo, pela adicao de matéria
organica ao solo [62]. O efeito priming positivo refere-se a aceleragdo da mineralizagdo da matéria organica
do solo quando materiais organicos sao adicionados ao solo. Em contraste, o atraso na mineralizagao da
matéria organica do solo refere-se ao efeito de priming negativo. No presente estudo, a aceleragao
da mineralizacdo da matéria organica, para doses intermediarias, pode ser entendida como um efeito
priming positivo, uma vez que o biocarvao adiciona compostos organicos sollUveis ao solo e favorece a
mneralizagdo do COT [63,64]. Por outro lado, em doses mais altas de biocarvao, quantidades de carbono
mais estaveis e razdes carbono/nutrientes mais elevadas podem ter contribuido para menor taxa de
mineralizagdo do COT, ou seja, efeito de priming negativo. Além do biocarvéao, a palha da cana-de-agucar
pode ter contribuido para o efeito priming negativo, em doses mais altas de biocarvao, ao longo do tempo.

E importante ressaltar que a aplicacdo de biocarvdo ao solo pode contribuir, para a manutengéo
do COT, reduzindo as perdas de carbono na forma de CO; e alterando a atividade e diversidade
microbiana do solo. Doses maiores de biocarvdo podem ter contribuido para menores emissbes de
carbono na forma de diéxido de carbono, conforme sugerido pelos maiores teores de COT (Figura 2A) e
menores valores de efluxo de CO; (Tabela 2), favorecendo, assim, o sequestro de carbono no solo.
Considerando essa hipotese, pode-se inferir que, logo apds a incorporagéo do biocarvao ao solo,ocorreu
a mineralizagdo de compostos organicos mais soluveis, incluindo o COT nativo do solo (efeito priming
positivo). Na primeira avaliagdo, um ano apds a incorporagao do biocarvao ao solo (primeiro ano), pode
ter ocorrido o predominio de formas mais estaveis de carbono pirolisado. Uma tendéncia semelhante foi
observada no segundo ano de avaliagdo. Além disso, os maiores valores de Cmic (Tabela 2) indicam maior

eficiéncia de assimilagédo de carbono pelos microrganismos, em doses maioresde biocarvao, uma vez que
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Cmic representa a proporgdo mais significativa de biomassa formada por unidade de carbono e menor
quantidade de carbono mineralizado de CO; [65].

Outra hipoétese esta relacionada a complexidade da matriz do biocarvdo, com alta porosidade e
superficie especifica, que contribui para o crescimento e diversidade da populagao de microrganismos [66]
e protege a matéria organica de microrganismos e enzimas extracelulares. Segundo essa hipotese, os
complexos organicos se formariam, por exemplo, pela ligagdo de compostos organicos as superficies das
particulas de biocarvdo por pontes catibnicas, protegendo esses compostos dos microrganismos
heterotréficos do solo. Pelo mesmo mecanismo, enzimas extracelulares também podem ser adsorvidas as
particulas de biocarvao, inibindo a mineralizagdo de COT. Essas reagdes também podem ter um efeito
fisico na formacéao de agregados, protegendo o COT da agao de microrganismos e enzimas extracelulares.
Mecanismos semelhantes foram propostos por Doumer et al. (2011), ao estudarem o efeito da aplicagcao
de doses de xisto betuminoso retortado, na evolugdo de CO,, Cmic e atividade enzimatica do solo [65].
Corroborando com os resultados do presente estudo, Lopes et al. (2021) verificaram, em estudo nessa
mesma area, um aumento na atividade das enzimas B-glicosidase, fosfatase acida e urease até as doses
de 27, 24 e 34 Mg ha' de biocarvao incorporado ao solo, respectivamente. A partir dessas doses, houve
estabilizagao ou reducao da atividade dessas enzimas, o que esta de acordo com as hipoteses propostas
para explicar os resultados do efluxo de COz2 [67].

5. Conclusao

1. A incorporagao de biocarvao e fertilizante mineral NPK ao solo contribui para aumentar o crescimento
das plantas de cana-de-agucar e o teor de carbono orgénico total e carbono da biomassamicrobiana do
solo.

2. Independentemente da aplicagao de fertilizante mineral NPK, doses de biocarvao entre 20 e 30Mg ha""
favorecem a atividade de microrganismos relacionados a mineralizagéo da matéria organica do solo. Doses
de biocarvao acima desses valores contribuem para a menor perda de carbonona forma de COz para a

atmosfera.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Com base nos resultados apresentados, € notério que houve mudancas, nos teores de nutrientes,
atividade enzimaticas e composigdo da comunidade microbiana, em respostas a quantidades variaveis da
adigdo de biocarvédo. Entretanto as interagcdes entre biocarvéo, solo e comunidade microbiana sao
complexas, em razao das diferentes caracteristicas quimicas e fisicas que os compdem. Assim, trabalhos
adicionais, especialmente usando incubagdes, em longo prazo, s&o necessarios para compreender a
estabilidade biocarvao e sua influéncia na comunidade microbiana e no ciclo do carbono.

Além disso, a utilizagdo do biocarvao torna-se promissora, para a redugao de fertilizantes quimicos,
contribuindo para alcangar maior sustentabilidade aos solos brasileiros.



