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Abundância e estrutura genética e bioquímica das comunidades microbianas em solo 

arenoso cultivado com feijão e milho sob aplicação de biochars oriundos do café 

 

 

RESUMO 

 

Neossolos Regolíticos encontrados no Nordeste do Brasil são solos pobres em nutrientes 

que, somado à instabilidade climática torna-se um entrave à produção de algumas culturas. 

Visando suprir tal demanda, pesquisas com biochar vem sendo realizadas no intuito de 

promover uma melhoria nos atributos desse tipo de solo. O biochar é um produto rico em 

carbono e produzido a partir da pirólise de resíduos orgânicos que servem como matéria-prima 

para obtenção do produto. A sua incorporação ao solo melhora os atributos físicos, químicos, 

microbianos e bioquímicos do solo. Muitos estudos evidenciam os incrementos da qualidade 

física e química do solo com o uso do biochar, porém ainda existem lacunas a respeito do efeito 

de diferentes tipos de biochar sobre a estrutura microbiana em Neossolos Regolíticos e é 

importante ser estudado para fornecer uma ferramenta mais rápida ao produtor. O objetivo deste 

trabalho foi avaliar as mudanças nas comunidades microbianas e abundância de genes em um 

Neossolo com aplicação de dois tipos de biochar produzidos a partir de resíduos de café sob 

cultivo de feijão e milho. Os biochars foram produzidos a partir da casca de café (CC) e borra 

de café (BC). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, distribuído em 

esquema fatorial 2 x 3 + 2 sendo dois tipos de biochar (BC e CC), 3 doses (4, 8 e 16 t ha-1) e 

dois tratamentos adicionais (um com esterco e outro apenas solo). Todos os tratamentos 

receberam adubação orgânica (esterco bovino), exceto o controle absoluto. Foram realizados 

dois experimentos um com cada planta teste: o milho e o feijão que foram cultivadas até os 45 

dias após a semeadura, quando então procedeu-se à coleta dos solos para avaliação de seus 

atributos químicos de rotina, biomassa microbiana (CBM, Nmic e Pmic), respiração basal (RBS), 

quociente metabólico (qCO2) e estrutura das comunidades de Bactérias, Fungos e diazotróficos 

por Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE) e os respectivos genes foram 

quantificados por PCR quantitativa em tempo real (qPCR). Após a adição de biochar aos solos, 

a maioria dos parâmetros químicos mostraram-se fortemente influenciados (aumentaram) por 

CC. O CBM aumentou com a adição das doses 4 t ha-1 e 8 t ha-1 de CC. O Pmic reduziu com a 

adição de biochar em ambos experimentos. No experimento com milho, Nmic acompanhou o 

comportamento de N total, não apresentando diferença estatística. Enquanto no experimento 

com feijão o Nmic foi superior aos demais tratamentos com a adição de esterco. Em ambos 

experimentos, a RBS e qCO2 aumentaram nos solos que receberam biochar. Entretanto, no 

experimento com feijão, o qCO2 foi maior no solo controle. A estrutura das comunidades 

microbianas foi influenciada pela incorporação de biochar aos solos, apresentando comunidades 

distintas e bem diferenciadas de acordo com a dose e tipo de biochar. Em relação a abundância de 

genes, o biochar da BC exerceu influência apenas para diazotróficos e fungos totais no experimento 

com milho, enquanto os solos do experimento com feijão não foram influenciados. A incorporação 

dos biochars melhorou os atributos químicos do solo fornecendo a comunidade microbiana 

nutrientes como C, N e P. 

 

Palavras-chave: Biocarvão. Biomassa Microbiana do Solo. Neossolo. 16S rRNA. 18S rRNA. nifH. 

  



 

  



 

 

Abundance and genetic and biochemical structure of microbial communities in sandy 

soil cultivated with beans and corn under the application of biochars from coffee 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Regolithic Neosols found in northeastern Brazil are nutrient-poor soils that, added to 

climatic instability, become an obstacle to the production of some crops. In order to meet this 

demand, biochar research has been carried out in order to promote an improvement in the 

attributes of this type of soil. Biochar is a product rich in carbon and produced from the 

pyrolysis of organic waste that serves as raw material to obtain the product. Its incorporation to 

the soil improves the physical, chemical, microbial and biochemical attributes of the soil. Many 

studies show the increase in soil physical and chemical quality with the use of biochar, but there 

are still gaps regarding the effect of different types of biochar on the microbial structure in 

Regolithic Neosols and it is important to be studied to provide a faster tool to the soil. producer. 

The objective of this work was to evaluate the changes in microbial communities and abundance 

of genes in a Neosol with application of two types of biochar produced from coffee residues 

under bean and corn cultivation. Biochars were produced from the coffee husk (CC) and coffee 

grounds (BC). The experimental design was completely randomized, distributed in a 2 x 3 + 2 

factorial scheme, two types of biochar (BC and CC), three doses (4, 8 and 16 t ha-1) and two 

additional treatments (one with manure and another only solo). All treatments received organic 

fertilization (bovine manure), except absolute control. Two experiments were carried out, one 

with each test plant: corn and beans that were cultivated up to 45 days after sowing, when the 

soils were collected to evaluate their routine chemical attributes, microbial biomass (CBM, 

Nmic and Pmic), basal respiration (RBS), metabolic quotient (qCO2) and structure of the 

Bacteria, Fungi and diazotrophic communities by Gel Electrophoresis with Denaturing 

Gradient (DGGE) and the respective genes were quantified by quantitative real-time PCR 

(qPCR) . After addition of biochar to the soils, most of the chemical parameters were strongly 

influenced (increased) by CC. The MBC increased with the addition of 4 t ha-1 and 8 t ha-1 CC 

doses. Pmic reduced with the addition of biochar in both experiments. In the corn experiment, 

Nmic followed the behavior of total N, presenting no statistical difference. While in the 

experiment with beans the Nmic was superior to the other treatments with the addition of 

manure. In both experiments, RBS and qCO2 increased in the soils that received biochar. 

However, in the bean experiment, qCO2 was higher in the control soil. The structure of the 

microbial communities was influenced by the incorporation of biochar to the soils, presenting 

distinct and well differentiated communities according to the dose and type of biochar. In 

relation to gene abundance, the biochar of BC exerted influence only for diazotrophs and total 

fungi in the corn experiment, while the soils of the bean experiment were not influenced. The 

incorporation of the biochars improved the soil chemical attributes by providing the microbial 

community with nutrients such as C, N and P. 

 

Keywords: Biocarbon. Soil Microbial Biomass. Neosol. 16S rRNA. 18S rRNA. nifH. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O crescimento desenfreado da população mundial tem acarretado em consequências 

severas no setor agrícola. O aumento da demanda por alimentos no mundo todo tem refletido 

no uso das terras agriculturáveis e no aumento da produtividade. O uso inadequado e exagerado 

do solo tem aumentado cada vez mais o volume de terras degradadas, consideradas assim, 

inapropriadas para o plantio. A baixa fertilidade dos solos brasileiros, principalmente nas 

regiões semiáridas, tem sido alvo de muitos estudos com a finalidade de melhorar e aumentar 

o potencial de uso dessas terras. Nessas regiões, os produtores rurais destacam-se pelas práticas 

de agricultura sustentável. Entretanto, devido à escassez de recursos e falta de informação para 

o manejo adequado do solo, eles conseguem apenas produzir alimento para o próprio sustento 

através da prática da agricultura de subsistência. 

A utilização de fertilizantes minerais para garantir a produtividade e melhorar a 

fertilidade do solo tem sido um problema para os mananciais. Além de encarecer, a produção e 

aplicação desses recursos não renováveis nos solos, estão contaminando rios, nascentes e lagos, 

através dos processos de perda por lixiviação e consequente eutrofização. O biochar, produto 

rico em carbono, produzido a partir do processo de pirólise, pode ser considerado um 

condicionador do solo e tem sido utilizado em diversos trabalhos como alternativa para reduzir 

o uso de fertilizantes minerais. Como matéria-prima para produção do biochar, podem ser 

utilizados resíduos de colheita e da agropecuária (palha, sabugo, madeira, esterco etc). 

Os benefícios da incorporação de biochar ao solo são muitos, mas entre eles podem ser 

citados aumento da CTC do solo, com consequente maior liberação de nutrientes para as 

plantas. Devido a presença de carbonatos, o biochar apresenta pH elevado, podendo assim, ser 

utilizado como corretivo em solos ácidos. Outras características importantes do biocarvão, 

também assim chamado, são sua porosidade e elevada área de superfície específica de modo 

que apresenta alta capacidade de retenção de água e nutrientes. 

Os poros do biochar servem de habitat para os micro-organismos presentes no solo que 

encontram refúgio contra seus predadores. As modificações que o biochar provoca nos atributos 

químicos e físicos do solo, principalmente, mudanças no pH, retenção de água e nutrientes 

beneficiam a comunidade microbiana aumentando sua atividade nos solos modificados com 

biochar. Os micro-organismos participam ativamente dos ciclos biogeoquímicos e, através da 

adição de biochar ao solo como fonte também de matéria orgânica, esses processos são 

acelerados disponibilizando maiores quantidades de nutrientes para as plantas.  
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Os micro-organismos são responsáveis por realizar inúmeros e complexos processos no 

solo, e a maioria deles não são cultiváveis. Para acessar esses micro-organismos de maneira 

mais rápida e eficiente, as técnicas moleculares têm sido utilizadas como ferramentas de estudo 

das comunidades microbianas afim de facilitar o entendimento dos processos que ocorrem no 

solo, relacionados a ciclagem de nutrientes e como Bactérias, Archaeas e Fungos atuam nesses 

processos. 

 

1.1 Hipóteses 

 

 A aplicação de biochar, proveniente de resíduos de café, em um Neossolo Regolítico 

cultivado com milho e feijão estrutura a comunidade de bactérias totais, diazotróficos e 

fungos totais; 

 O biochar aumenta a abundância de genes funcionais e influencia os teores de C, N e P 

microbiano em um Neossolo Regolítico sob cultivo de milho e feijão. 

 

1.2 Objetivo Geral 

 

Avaliar as mudanças nas comunidades de bactérias totais, diazotróficos e fungos totais 

em um Neossolo Regolítico com aplicação de biochar de café sob cultivo de feijão e milho. 

 

1.3 Objetivos Específicos 

 

 Determinar o efeito do biochar sobre a abundância das comunidades de fungos totais, 

bactérias totais e micro-organismos diazotróficos, através da PCR quantitativa em 

tempo real; 

 Avaliar a estrutura das comunidades de fungos totais, bactérias totais e micro-

organismos diazotróficos por meio da técnica de Eletroforese em Gel com Gradiente 

Desnaturante; 

 Avaliar o efeito do biochar e suas doses sobre o carbono, nitrogênio e fósforo da 

biomassa microbiana; a respiração basal do solo e o quociente metabólico; 

 Relacionar as características dos atributos químicos dos solos e do biochar com os 

atributos microbianos visando fornecer ferramentas mais sensíveis às mudanças pelo 

uso do biochar em solo arenoso proveniente de condições de área tropical seca. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Aproveitamento de resíduos agrícolas e industriais para produção de biochar 

 

O biochar é um produto rico em carbono, de granulometria fina e altamente poroso, 

sendo capaz de aumentar a retenção de água, nutrientes e atividade microbiana melhorando a 

qualidade do solo (LI et al., 2017). É produzido a partir da decomposição térmica (pirólise) da 

biomassa proveniente de resíduos orgânicos em condições limitadas de oxigênio numa ampla 

faixa de temperatura que pode variar entre 300ºC e 900ºC. O rendimento do produto final vai 

depender do tipo de resíduo utilizado e da pirólise (CHA et al., 2016). 

As modificações causadas pelo biochar no solo dependem da temperatura da pirolise, 

do tipo de resíduo e do método utilizado para sua produção (SUN et al., 2014). O rendimento 

do produto está relacionado principalmente ao tipo de matéria-prima utilizada e a presença de 

compostos recalcitrantes, por exemplo lignina, na composição do resíduo aumentam o 

rendimento do biochar (AHMAD et al., 2014). A temperatura da pirólise deve ser considerada 

um dos fatores mais importantes na produção do biochar, uma vez que determina a maioria das 

propriedades que o biocarvão influencia no solo e controla a decomposição da matéria-prima 

utilizada para sua produção (ZHANG et al., 2019). 

O crescimento populacional e o desenvolvimento industrial contribuíram para o 

aumento na produção de resíduos como o lodo de esgoto e resíduos agroindustriais (SINGH et 

al., 2011). Muitos destes resíduos são ricos em matéria orgânica e podem ser adicionados ao 

solo para melhorar suas características químicas (incorporando principalmente nitrogênio e 

fósforo) e reduzir os custos com fertilizantes minerais (MANTOVIA; BALDONI; TODERI, 

2005). Além disso, melhora as características físicas do solo, aumentado a agregação, aeração 

e retenção de água (NASCIMENTO et al., 2004).  

Assim, os resíduos orgânicos provenientes da agricultura e pecuária, tais como, palha 

de arroz, bambu, palha de milho, palha de trigo, madeira, esterco de aves, bovinos e suínos 

(CANTRELL et al., 2012; DOMENE et al., 2014; LEE et al., 2013; TAN et al., 2017; WU et 

al., 2012), plantas de tomate, entre outros recursos têm sido utilizados como matéria-prima para 

produção do biochar devido a facilidade de obtenção de acordo com cada região (LI et al., 2017; 

LLORACH-MASSANA et al., 2017).  

Em contrapartida, alguns resíduos como o lodo de esgoto, por exemplo, apresentam 

altos teores de metais pesados (GOMES et al., 2007), além de conter micro-organismos 
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patogênicos (NASCIMENTO et al., 2014) o que pode comprometer o uso de tais resíduos na 

agricultura. A pirólise desses resíduos, transformando-os em biochar, pode eliminar os 

patógenos e reduzir os custos com transporte, sendo capaz de melhorar a estrutura e qualidade 

do solo, aumentar a produção agrícola e favorecer a comunidade microbiana (MÉNDEZ et al., 

2012). 

A escolha do resíduo para produção do biochar geralmente está baseada na 

disponibilidade na região, facilidade e valor de obtenção (SRINIVASAN et al., 2015). O café 

é um produto amplamente consumido no mundo todo, e o processamento dos grãos até a 

obtenção do produto final (a bebida) gera uma grande quantidade de resíduos que tem sido 

utilizado para a produção de biochar devido ao baixo custo e ampla disponibilidade (TSAI; 

LIU; HSIEH, 2012). Neste sentido, a produção agrícola é uma grande geradora de resíduos 

(casca de café, palha, dejetos de animais, pó de serra, lixo, madeira, etc) e a reutilização destes 

materiais pode trazer benefícios para o solo, tais como: aumento na quantidade de matéria 

orgânica e ciclagem de nutrientes, além de evitar problemas ambientais como contaminação do 

solo, aumento na emissão de gases do efeito estufa e eutrofização dos rios (DIAS et al., 2010).  

A adição de biochar ao solo facilita a estabilidade de agregados em solos arenosos com 

presença de vegetação, melhora a absorção de água e liberação de nutrientes (OJEDA et al., 

2015). Estudos têm demonstrado que a temperatura de pirólise do biochar influencia na sua 

porosidade, onde biochars produzidos em temperaturas mais altas apresentam maior volume de 

poros e área de superfície específica. Além disso, as altas temperaturas utilizadas na produção 

dos biochars facilitam a absorção de água a partir da redução da hidrofobicidade da superfície 

(SULIMAN et al., 2017). 

Desta forma, a produção de biochar a partir de resíduos orgênicos pode ser considerada 

uma alternativa de manejo para o solo, melhorando suas propriedades físicas, químicas e 

biológicas (WU et al., 2013), pois a aplicação de biochar no solo está relacionada com o 

interesse em aumentar a capacidade de retenção de água e nutrientes, além da manutenção de 

carbono no solo (DUKU; GU; HAGAN, 2011). No trabalho realizado por Chintala et al. (2014), 

utilizando diferentes tipos de resíduos, a adição de biochar reduziu a mineralização de N e C e 

a atividade de algumas enzimas envolvidas no ciclo desses elementos. O aumento da 

temperatura de pirolise (>600 ºC) reduz o rendimento do biochar, a capacidade de troca de 

cátions, a condutividade elétrica do solo e a solubilidade de sais e metais (MÉNDEZ; 

TERRADILLOS; GASCÓ, 2013). 
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2.2 Biochar e os atributos físicos e químicos 

 

De acordo com Barrow et al. (2012), a aplicação de biochar em solos agriculturáveis se 

torna uma alternativa para a redução da degradação do solo. Isto porque o biochar apresenta 

propriedades que podem melhorar as características físicas do solo, tais como: aumento da 

porosidade total (poros grandes favorecem a aeração do solo além de servir como espaço para 

alojamento, crescimento e reprodução microbiana e poros pequenos melhoram a capacidade de 

adsorção do biochar), maior estabilidade dos agregados do solo, redução da densidade aparente, 

aumento da capacidade do solo de reter a água disponível para as plantas (PRANAGAL et al., 

2017), melhoria da área superficial específica e da capacidade de absorção (TAN et al., 2015). 

A produtividade das plantas tem sido assegurada através da utilização de excessivas 

quantidades de fertilizantes minerais solúveis. Entretanto, na maioria das vezes, o uso desses 

fertilizantes eleva o custo de produção, além de oferecer risco de contaminação ambiental 

(ROESCH et al., 2005). O nitrogênio e o fósforo são os elementos requeridos em maiores 

quantidades pelas plantas e consequentemente utilizados na adubação mineral para suprir a 

demanda dos solos agrícolas, mas grande parte desses fertilizantes aplicados, tem sido 

direcionado a mananciais ocasionando problemas como eutrofização (HUANG et al., 2017). O 

biochar é um produto rico em carbono, podendo apresentar em sua composição mais de 50% 

de C (TAN et al., 2017). A manutenção desse carbono no solo na forma orgânica ajuda não 

apenas na manutenção da fertilidade, como também reduz as mudanças climáticas 

(LEHMANN; GAUNT; RONDON, 2006). 

O biocarvão tem sido utilizado como um condicionador do solo pois é rico em nutrientes 

como nitrogênio, potássio e fósforo, sendo eficaz em aumentar a produtividade sustentável 

através do reaproveitamento e queima de resíduos orgânicos (HUNG et al., 2017). Para reduzir 

a utilização de fertilizantes minerais, o biochar tem sido recomendado devido a sua alta 

porosidade e consequente capacidade de reter nutrientes (HE; ZHONG; YANG, 2017). O 

biochar é uma fonte rica em P, N e carbono orgânico, além de favorecer a troca catiônica e a 

atividade microbiana que regula a ciclagem de nutrientes (WANG et al., 2017). 

De modo geral, os biochars apresentam pH alcalino podendo ser utilizado como 

corretivo para reduzir o pH de solos ácidos (SANDHU et al., 2017). A condutividade elétrica e 

o pH do biochar são influenciados pela temperatura da pirólise, pois a medida que a temperatura 

aumenta, ocorre também um aumento na concentração de sais solúveis (NARZARI et al., 

2017). Uma vez incorporado ao solo, o biochar melhora a aeração e consequentemente reduz a 

densidade do solo, aumenta a porosidade e infiltração de água (HERATH; CAMPS-
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ARBESTAIN; HEDLEY, 2013; LIU et al., 2016). Aumenta o pH do solo e a capacidade de 

troca de cátions (CTC), fertilidade do solo e melhora o desenvolvimento das plantas (DEENIK; 

COONEY et al., 2016; LIMA; TAMIOZZO; PALOMINO, 2015). Além disso, o biochar 

proporciona aumento da atividade microbiana e maior disponibilidade de habitats para 

interação dos micro-organismos devido a porosidade do produto (PURAKAYASTHA; 

KUMARI; PATHAK, 2015).  

O biochar pode ainda ser aplicado ao solo com o objetivo de reter contaminantes e 

substâncias consideradas tóxicas, tais como: corantes (LEE; KIM; KWON, 2017; YAO et al., 

2014), pesticidas, hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAP) (KHORRAM et al., 2017; 

OLESZCZUK et al., 2014) e metais pesados (CHEN et al., 2011; PARK et al., 2016). 

 

2.3 Biochar e os atributos biológicos 

 

A estrutura e funções das comunidades microbianas podem ser alteradas a partir de 

mudanças nas propriedades físicas e químicas do solo, assim, a incorporação do biochar 

também pode alterar e/ou modificar a dinâmica e predominância dos micro-organismos neste 

ambiente (ANDERSON et al., 2011). Os microporos do biochar são utilizados como micro-

habitat pelos micro-organismos que se protegem contra a ação de predadores (TAN et al., 

2015). Essa estrutura é capaz de reter principalmente água e nutrientes, além de outros 

elementos, tornando o produto um habitat favorável para o desenvolvimento e reprodução de 

diferentes grupos de micro-organismos (THIES; RILLIG, 2009). 

A matéria orgânica do solo (MOS) é considerada uma importante fonte de nutrientes 

para o solo (TAN et al., 2015). A adição de biochar aumenta a quantidade de matéria orgânica 

(SMEBYE et al., 2016) e a comunidade de micro-organismos, os quais são responsáveis por 

atuar nos processos de decomposição e mineralização, ciclagem de nutrientes e estabilização 

do carbono (YANARDAĞ et al., 2017).  

Os micro-organismos são responsáveis por realizar importantes processos no solo, e por 

isso, podem ser considerados indicadores muito sensíveis da qualidade (GEISSELER; 

LINQUIST; LAZICKI, 2017). A incorporação desse biocarvão ao solo melhora suas 

características biológicas e consequentemente aumenta a atividade microbiana e enzimática 

(DEMISIE; LIUA; ZHANG, 2014). Os manejos utilizados nas culturas, assim como os 

fertilizantes e as doses aplicadas, podem alterar as comunidades microbianas (GEISSELER; 

SCOW, 2014). Cole et al. (2018) sugeriram que a adição de biochar aumenta a diversidade de 
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micro-organismos presentes no solo e pode favorecer mudanças nas comunidades envolvidas 

no ciclo do nitrogênio. 

 

2.4 Importância da biomassa microbiana e respiração basal do solo 

 

A adição de resíduos ricos em matéria orgânica no solo tem sido uma prática muito 

utilizada no mundo todo, devido a produção em larga escala e quantidade de nutrientes 

incorporados ao solo através desses resíduos (LLORET et al., 2016; MONDAL et al., 2015). A 

biomassa microbiana é responsável por mediar inúmeros processos que ocorrem no solo, 

incluindo principalmente a mineralização da matéria orgânica, ciclagem de nutrientes e 

agregação. Entretanto, esses micro-organismos são muito sensíveis a mudanças ambientais e 

por isso podem também ser considerados como indicadores da qualidade do solo 

(KUZYAKOV; BLAGODATSKAYA, 2015).  

As bactérias e fungos encontrados no solo naturalmente desempenham papeis cruciais 

que tem contribuído para o avanço e desenvolvimento de sistemas agriculturáveis, tais como: 

fixação biológica de nitrogênio, aumento na disponibilidade e absorção de nutrientes, produção 

de proteínas, sideróforos, exsudados e ácidos orgânicos. Além disso, como efeitos secundários, 

esses micro-organismos podem promover crescimento das plantas, aumentar a tolerância ao 

estresse salino e hídrico (RASHID et al., 2016).  

 De acordo com Banerjee et al. (2016), a qualidade do resíduo aplicado ao solo implica 

na determinação da taxa de imobilização/mineralização. O solo é considerado o maior 

reservatório terrestre de carbono podendo ser fonte/dreno desse elemento. Desta forma, a maior 

parte do carbono, nitrogênio e fósforo que compõe a matéria orgânica do solo são provenientes 

da atividade microbiana. 

A incorporação de biochar ao solo aumenta a atividade microbiana e consequentemente 

o carbono, nitrogênio e fósforo da biomassa (SINGH et al., 2018). Segundo Zhou et al. (2017) 

a adição de biochar produzido a partir de diferentes resíduos aumenta a respiração basal do solo, 

mas o quociente metabólico diminuiu independentemente do tipo de matéria-prima utilizada, o 

que pode ser justificado pelas propriedades dos solos utilizados nos experimentos. Alguns 

trabalhos têm demonstrado o papel da biomassa microbiana na decomposição da serapilheira e 

agregação do solo (HELFRICH et al., 2015), influência do preparo do solo na respiração basal 

e biomassa microbiana (DADALTO et al., 2015), importância da atividade microbiana para a 

fisiologia vegetal (ORTIZ et al., 2015) e utilização da biomassa microbiana como indicadora 

da qualidade do solo (VIEIRA et al., 2016). 
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2.5 Fixação biológica de nitrogênio 

 

O nitrogênio (N) é um importante constituinte de moléculas orgânicas como bases 

nitrogenadas, ácidos nucleicos, proteínas, clorofila e aminoácidos (LI et al., 2015), sendo 

considerado um elemento essencial para os organismos vivos (KUYPERS; MARCHANT; 

KARTAL, 2018). A maior parte do nitrogênio existente no planeta não está prontamente 

disponível para as plantas. Assim, é necessário a quebrar da tripla ligação do nitrogênio 

atmosférico (N2) para torná-lo assimilável. A fixação industrial para produção de fertilizantes 

tem alto gasto de energia, temperatura e pressão para quebrar a tripla ligação do N2 

(CHERKASOV; IBHADON; FITZPATRICK, 2015). Além disso, o elevado custo de produção 

dos fertilizantes minerais e as doses aplicadas em grandes quantidades para suprir a necessidade 

nutricional das culturas pode elevar o custo de produção e causar contaminação de lagos e rios 

por lixiviação, dando origem ao processo de eutrofização (WANG et al., 2019).  

A fixação biológica de nitrogênio (FBN), consiste na redução do N atmosférico (N2) a 

amônia (NH3) (forma de nitrogênio assimilável pelas plantas), através da enzima nitrogenase 

responsável por catalisar a reação. Esse processo é mediado por micro-organismos 

denominados diazotróficos (possuem a enzima nitrogenase) (KEUTER; VELDKAMP; 

CORRE, 2014). A FBN torna-se, portanto, uma alternativa sustentável para os ecossistemas 

evitando perdas do N por volatilização, lixiviação ou desnitrificação (CASTALDELLI et al., 

2019; WU et al., 2018) e aumentando a produtividade das culturas (ZAGO et al., 2018). 

A família das leguminosas tem se destacado no processo de associação simbiótica com 

bactérias pertencentes aos gêneros Bradyrhizobium e Rhizobium, pelo grande sucesso na 

formação de nódulos (ROUSK; SORENSEN; MICHELSEN, 2016; ZIMMER et al., 2016). 

Essa associação pode ser altamente específica como é o caso da utilização de estirpes 

recomendadas para determinadas culturas ou promíscua, no caso de culturas que não são tão 

exigentes como, por exemplo, o feijão que tem grande facilidade de nodular utilizando-se da 

população de organismos nativos do solo no qual a cultura foi introduzida (FREITAS et al., 

2015; YOSEPH; SHANKO, 2017). A associação entre leguminosas e bactérias fixadoras 

melhora a qualidade do solo e estimula o crescimento vegetal (MARCHETTI; BARP, 2015). 

Em gramíneas, a FBN ocorre de forma associativa, onde bactérias rizosféricas e 

endofíticas colonizam o caule, as raízes, folhas ou o colmo das plantas (ROLEY et al., 2019). 

Os gêneros mais estudados são: Azospirillum e Pseudomonas (em arroz), Azoarcus (em capim-

arroz), Herbaspirillum e Gluconacetobacter (em cana-de-açúcar), Klebsiella (em trigo) 

(PANKIEVICZ et al., 2015; ZHANG et al. 2018). Além da FBN, a maioria desses micro-
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organismos contribuem para o crescimento das plantas a partir da produção de sideróforos, 

fitohormônios e protegendo-as contra o ataque de patógenos através do mecanismo de antibiose 

(POLESE et al., 2017). 

A aplicação de resíduos orgânicos carbonizados (biochar) ao solo podem aumentar a 

nodulação das raízes, a FBN e consequentemente o desenvolvimento das plantas (SCHEIFELE 

et al., 2017). Em um experimento consorciado leguminosa-gramínea (feijão-trigo), Azeem et 

al. (2019) demonstraram um aumento na produção de grãos, na FBN e redução na densidade 

do solo e emissão de CO2. Embora a aplicação de biochar ao solo contribua para o aumento da 

FBN, dentre outros benefícios, com o passar do tempo as propriedades do produto podem ser 

afetadas perdendo ou reduzindo sua eficiência (MIA; DIJKSTRA; SINGH, 2018). 

 

2.6 Técnicas moleculares no estudo das comunidades microbianas  

 

A utilização de técnicas moleculares, a partir da extração de DNA ou RNA, na avaliação 

da biota do solo tem sido utilizada para melhor entender a complexidade da comunidade 

microbiana, afim de identificar micro-organismos específicos e os genes neles compreendidos 

(van ELSAS; BOERSMA, 2011). Existe a necessidade de utilizar técnicas independentes de 

cultivo, uma vez que grande parte dos micro-organismos presente no solo não crescem em meio 

de cultivo e a diversidade (genética e estrutural) de organismos aumenta de acordo com área de 

amostragem (HIRSCH; MAUCHLINE; CLARK, 2010). Além disso, as técnicas dependentes 

de cultivo são mais trabalhosas e demandam mais tempo, uma vez que necessitam de 

determinado tempo de incubação, para posteriormente quantificar os micro-organismos 

(BRESSAN et al., 2015).  

Os avanços na biologia molecular permitiram a obtenção de resultados mais específicos 

em relação aos diferentes domínios (Archaea, Bacteria e Eukarya), redução no tempo das 

reações e na probabilidade de erros. A partir das análises moleculares é possível identificar e 

entender as classificações taxonômicas e filogenéticas existentes entre esses micro-organismos, 

as funções que exercem no solo e as possíveis interações (DAS et al., 2014). O 16S rRNA é um 

gene estrutural presente em todos os procariotos, que apresenta regiões bem conservadas e tem 

sido muito utilizado como alvo no estudo desses micro-organismos (PATWARDHAN; RAY; 

ROY, 2014; VËTROVSKY; BALDRIAN, 2013). 

 A partir da extração do DNA metagenômico do solo é possível acessar também o gene 

18S rRNA utilizado como alvo no estudo de fungos totais presentes no solo (SANTOS et al., 

2017). Estes estudos são possíveis a partir da amplificação por Reação em Cadeia da 
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Polimerase-PCR e PCR quantitativo em tempo real-qPCR de um fragmento do gene utilizando 

iniciadores específicos e permitem a quantificação (qPCR) do número de cópias existente de 

cada gene (SILVA; VIDAL-TORRADO; LAMBAIS, 2015; ZILLI et al., 2003). 

A Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante-DGGE é uma técnica utilizada para 

avaliar a diversidade estrutural das comunidades microbianas e possíveis perturbações no 

ambiente que se refletem na comunidade (SOUZA et al., 2012). A DGGE tem como princípio 

a separação de fragmentos, de acordo com a quantidade de guanina e citosina, a partir de um 

gradiente desnaturante. Para isso, são utilizados genes alvo obtidos a partir da extração de DNA 

e amplificação por PCR (MAHYARUDIN; RUSMANA; LESTARI, 2015). Meier et al. (2017) 

utilizaram a técnica de DGGE para demonstrar que o tipo de biochar e as doses aplicadas no 

solo podem contribuir para mudanças na estrutura das comunidades de fungos e bactérias do 

solo. 

Os genes funcionais podem ser utilizados como marcadores para facilitar o processo de 

caracterização de alguns grupos em relação a ecologia microbiana e diversidade, como por 

exemplo, o gene nifH, responsável por codificar a enzima nitrogenase, utilizado para a avaliação 

de micro-organismos diazotróficos. Alguns estudos têm demonstrado que a adição de biochar 

ao solo em diferentes doses pode aumentar a população de fungos, bactérias e micro-

organismos que participam do ciclo do nitrogênio (HARTER et al., 2014; MITCHELL ET AL., 

2015). De acordo com Harter et al. (2016) a incorporação de biochar ao solo aumenta o número 

de cópias e diversidade do gene que codifica para a subunidade catalítica de N2O redutase 

(nosZ). 

 

2.7 Neossolos Regolíticos 

 

Os Neossolos são considerados solos pouco desenvolvidos e apresentam características 

mineralógicas que se aproximam de seu respectivo material de origem. Os Neossolos 

Regolíticos são de textura média a arenosa, apresentando como limitações no setor agrícola a 

baixa capacidade de retenção de água, nutrientes e consequentemente baixa fertilidade 

(ARAÚJO FILHO, 2011). Dentre os tipos de Neossolos, os Regolíticos têm maior 

representatividade no Brasil, correspondendo a cerca de 54% do território nacional e 

aproximadamente 27% da área do estado de Pernambuco, sendo encontrados em áreas 

destinadas a produção agrícola, principalmente agricultura de subsistência (CARMO; VAL, 

2013; SANTOS et al., 2012).  
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Apesar destes impedimentos, é possível manejar estes solos para um aumento de 

produtividade. Lima et al. (2013) em seu estudo verificaram que após a adição de vinhaça em 

Neossolos Regolíticos, os teores de K+ e Na+ no solo aumentaram, enquanto o pH e CE 

mostraram-se pouco influenciados pela adição do resíduo. Os autores também verificaram que 

a vinhaça contribuiu para o aumento na lixiviação de potássio que pode contribuir para a 

sodicidade do solo. Em solos arenosos cultivados com alface, a utilização de micro-organimos 

promotores de crescimento como inoculantes promove aumento da biomassa microbiana e das 

atividades enzimáticas no solo, e aumenta também a produtividade da cultura em questão 

(MORAES et al., 2018). O crescimento e a produtividade das plantas de morango cultivadas 

em um Neossolo Regolítico adubado com NPK aumentaram (MEDEIROS et al., 2015). 

Em regiões semiáridas os solos apesentam baixo teor de matéria orgânica que diminuem 

cada vez mais com o uso da terra. Desta forma, a incorporação de resíduos provenientes da 

agropecuária (esterco) tem sido uma técnica utilizada para aumentar o conteúdo de matéria 

orgânica e nutrientes nos solos. Entretanto, a quantidade de resíduos não é suficiente para suprir 

a demanda de nutrientes do solo (MENEZES E SILVA, 2008). Assim, a incorporação de 

biochar ao solo pode ser uma alternativa para aumentar a retenção de água, nutrientes e 

melhorar a fertilidade do solo, devido a estrutura porosa do produto e incremento no conteúdo 

de carbono (LIMA et al., 2018). 

 

2.8 A cultura do milho 

 

O milho é uma planta de origem americana, Zea mays L., e é consumido mundialmente 

para diversos fins. Mais da metade (cerca de 75%) da produção de milho é destinada para 

alimentação humana, sendo considerado o segundo cereal mais consumido e somente 25% é 

processado transformando-se em derivados (ALVES et al., 2015). O milho é uma fonte rica em 

amido (68%), proteínas (7,8%) e minerais, como: K, Fe e Mn (ZHENG et al., 2016). O Brasil 

é considerado um dos maiores produtores e exportadores de milho do mundo, chegando a 

produzir aproximadamente 80 milhões de toneladas de grãos por ano (SILVA et al., 2017). 

A cultura é considera líder na produção de grãos no mundo todo e após a colheita toda 

a matéria-prima é aproveitada. Por ser rico em proteínas e óleos vegetais é muito empregado na 

alimentação humana, forragem para o gado e produção de biodiesel (PETROVIC et al., 2016). 

O consumo de grãos tem sido recomendado por especialista para melhorar o sistema digestivo 

devido à alta quantidade de fibras, ação anti-inflamatória e antioxidante (LUZARDO-

OCAMPO et al., 2017). O milho apresenta grande importância no âmbito da agricultura 
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familiar, contribuindo para que as famílias produzam seu próprio alimento de consumo e 

fortalecendo o cultivo de subsistência (COSTA et al., 2012). 

A incorporação de biochar nos solos cultivados com milho é eficiente na absorção de 

nutrientes, aumento da produtividade (UZOMA et al., 2011), melhora das características 

químicas e físicas do solo (CORNELISSEN et al., 2013). De acordo com Gonzaga et al. (2018), 

a taxa de aplicação do biochar em diferentes doses produzido a partir de resíduos orgânicos 

(cascas de coco, bagaço de laranja e poda de pinheiro) apresentou diferença significativa no 

cultivo do milho e melhorou a disponibilidade de nitrogênio e fósforo para as plantas. Além de 

melhorar as características químicas e físicas do solo, o uso de biochar associado com 

fertilizantes orgânicos aumenta a produtividade da cultura, a absorção de fósforo e reduz os 

custos com fertilizantes químicos (ARIF et al., 2017; LIMA et al., 2018). 

 

2.9 A cultura do feijão 

 

O feijão (Phaseolus vulgaris) é uma espécie amplamente consumida nas Américas do 

Sul e Central, sendo, originária do México e ao longo do tempo expandiu-se para a América do 

Sul dividindo-se entre as regiões: Mesoamérica e dos Andes (BAGINSKY et al., 2015; 

BITOCCHI et al., 2012). A leguminosa pertence à família Fabaceae (ou família Leguminosae) 

(EVANGELHO et al., 2017), apresenta em sua composição altos teores de fibra, proteínas e 

amido e faz parte da alimentação básica de grande parte das populações de baixa renda do 

mundo todo (DEMIATE et al, 2016). O fato de fornecer elementos essenciais (vitaminas, 

minerais e ácidos graxos insaturados) para a nutrição humana, torna o feijão um alimento 

fundamental na alimentação dos países de renda baixa e média (BENEVIDES et al., 2013; YAO 

et al., 2016). 

O Brasil é considerado o maior produtor e consumidor de feijão no mundo 

(HEINEMANN et al., 2016), sendo o consumo diário estimado em aproximadamente 183g por 

pessoa (BRIGIDE et al., 2014). O feijão é plantado na estação chuvosa (HEINEMANN et al., 

2017), mas, embora seja bastante consumido pela população brasileira, a baixa produtividade 

pode ser explicada pela baixa fertilidade dos solos e adubação mineral inadequada (LOPES et 

al., 2016). 

Em solos cultivados com feijão, estudos demostram que a aplicação de biochar é capaz 

de reduzir a disponibilidade dos metais pesados no solo e nas plantas, devido a porosidade do 

produto e capacidade de reter compostos tóxicos respectivamente (PUGA et al., 2015). Os solos 

tratados com biochar podem reduzir a toxidez por alumínio e aumentar a absorção de fósforo 
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no cultivo do feijão (ZWIETEN et al., 2015). Diferentes tipos de biochar têm sido utilizados no 

cultivo do feijão, para aumentar o rendimento da cultura, produção de biomassa, proteger a 

planta contra o estresse oxidativo e salino (SAXENA; RANA; PANDEY, 2013; FARHANGI-

ABRIZ; TORABIAN, 2017). Além disso, por melhorar as características químicas, físicas e 

biológicas do solo, o biochar favorece também uma melhor disponibilidade de nutrientes que 

auxilia no desenvolvimento das plantas e fixação biológica de nitrogênio (RONDON et al., 

2007). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Área de estudo e amostragem de solo e esterco 

 

.O solo que foi utilizado nos dois experimentos foi coletado na profundidade de 0-20 

cm em uma área de floresta tropical seca, não antropizada na mesorregião do Agreste 

Meridional do Estado de Pernambuco, no município de São João (Latitude 8o 52’ 30’’ S e 

Longitude 36o 22’ 00’’ O, com 705 m de altitude) (Figura 1), classificado como Neossolo 

Regolítico eutrófico típico apresentando uma textura arenosa (SILVA et al., 2014) e 

caracterizado de acordo com a metodologia da EMBRAPA (2009) (Tabela 1). 

O esterco bovino utilizado foi obtido da Clínica de Bovinos da UFRPE, localizada na 

Unidade Acadêmica de Garanhuns da Universidade Federal Rural de Pernambuco 

(UAG/UFRPE) no município de Garanhuns, PE e, foi incorporado ao solo nos dois 

experimentos, em todos os tratamentos, com exceção do controle (solo de referência). 

 

 
Figura 1. Mapa de localização e imagens da área de floresta tropical seca onde foi coletado o Neossolo Regolítico 

eutrófico típico para os experimentos 
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3.2 Obtenção dos biochars 

 

Os biochars foram produzidos por meio de pirólise lenta, num forno térmico caseiro, o 

qual foi baseado num modelo utilizado pelos agricultores tailandeses (PRAKONGKEP et al., 

2015). Os dois tipos de resíduos orgânicos utilizados na produção dos biochars são de alta 

disponibilidade na região e, deram origem ao biochar de casca de café (BC) e biochar de borra 

de café (BB). A borra de café foi cedida pelas cafeterias do município de Garanhuns-PE e antes 

de submete-la a pirólise, o produto foi seco a fim de reduzir sua umidade. A casca de café foi 

cedida pela Estação Experimental do IPA, localizada no município de Brejão, e não necessitou 

de preparo prévio, podendo ser colocada diretamente no forno para queima. Lima et al. (2018) 

descreveu todo o processo de obtenção desses biochars. 

 

 

Figura 2. Resíduos de casca de café (A), obtida no IPA de Brejão, e de borra de café, obtida numa cafeteria de 

Garanhuns-PE 

 

3.3 Caracterização do solo e biochars antes do experimento 

 

Para determinação dos atributos físicos e químicos do solo, as amostras foram secas ao 

ar, homogeneizadas e passadas em peneira de 2 mm de abertura de malha. Os biochars e o solo 

foram caracterizados conforme a metodologia da EMBRAPA (2009), onde foram determinados 

os teores de Ca2+, Mg2+, Al3+, K+, Na+, P e o pH em água (1:5; 1:2,5). Foi necessária uma maior 

diluição para leitura do pH dos biochars porque o produto ficou muito concentrado (uma pasta) 

e reteve muita água. 

O Ca2+, Mg2+, Al3+ foram extraídos por KCl a 1,0 mol L-1; o K+, Na+, P, por Mehlich-1. 

O Ca2+ e Mg2+ foram determinados por espectrofotometria de absorção atômica, o K+ e o Na+ 
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foram determinados por fotometria de chama, o P por colorimetria e o Al3+ por titulação. O 

carbono orgânico total (COT) foi realizado segundo a metodologia de Yeomans e Bremner 

(1988). A partir dos resultados obtidos, foi calculada a soma de bases (SB) e a capacidade de 

troca catiônica (CTC) (Tabela 1). 

Os teores de carbono (C) e nitrogênio (N) foram determinados via combustão em 

analisador elementar CHNS-O (Perkin Elmer PE-2400) a uma temperatura de 925 ºC. A análise 

foi realizada a partir de 3 mg de solo. O padrão de acetonalamida foi utilizado apresentando os 

seguintes valores de referência: C = 71,09 %; H = 6,71 %; N = 10,36 % e o equipamento foi 

padronizado a cada vinte amostras.  

Para a determinação da área de superfície específica (ASE) dos biochars foi utilizada a 

metodologia do azul de metileno via método colorimétrico, seguindo o protocolo descrito por 

Kahr e Madsen (1995).  As análises foram realizadas na Central de Laboratórios de Garanhuns 

(CENLAG) da UAG/UFRPE. 

 

Tabela 1. Características físico-químicas dos biochars e do solo utilizados nos experimentos 

 pH P Ca Mg K Al Na  SB CTC C N C/N ASE 

1:5 

1:2,5 

mg kg-1 -------------------cmolc kg-1------------------ ----------------%-------------- m2g-1 

CC 10,31 470,65 0,14 0,12 22,17 0,00 0,06 22,49 22,54 67,11 2,05 32,7 244,0 

BC 9,65 311,46 1,56 0,72 2,68 0,00 0,50 5,5 5,56 68,81 4,30 16,0 23,5 

Solo 5,1 16,6 0,8 0,8 0,15 0,15 0,28 2,8 3,98 1,68 0,24 6,7 --- 

SB= Somas de bases, CTC = capacidade de troca de cátions, C= carbono, N= nitrogênio, C/N= relação 

carbono/nitrogênio e ASE= área superficial especifica 

 

3.4 Implantação do experimento em casa de vegetação e delineamento 

experimental 

 

Os experimentos com milho e feijão foram conduzidos em vasos na casa-de-vegetação 

que está localizada na área experimental da Unidade Acadêmica de Garanhuns da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco (UAG/UFRPE) no município de Garanhuns-PE. As coordenadas 

geográficas são: 08º 53’ 25” de latitude S e 36º 29’ 34" de longitude O, com altitude média de 

896 m. O clima predominante é o Mesotérmico Tropical de Altitude (Cs’a), de acordo com a 
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classificação climática de Köppen (MELO; ALMEIDA, 2013), temperatura e precipitação 

média anual foi de 20°C e 1.300 mm respectivamente. 

Foram realizados dois experimentos, um com cada planta teste: milho e feijão. O 

delineamento experimental de cada experimento foi inteiramente casualizado, distribuído em 

esquema fatorial 2 x 3 + 2 sendo dois tipos de biochar (BC e CC), 3 doses (4, 8 e 16 t ha-1) e 

dois tratamentos adicionais (um com esterco e outro apenas solo). Todos os tratamentos 

receberam 3 x 10-5 t ha-1 de adubação orgânica (esterco bovino). 

Para a incorporação dos biochars ao solo foram utilizados cadinho e pistilo para 

maceração do biochar e vasos de 5 kg, onde o solo foi dividido em duas partes iguais. Após 

adicionar metade do solo foi incorporada metade da respectiva dose de biochar e o restante 

misturado gradativamente junto ao solo.  

Para o cultivo do milho (variedade comercial 1058) foram utilizadas quatro sementes 

por vaso e uma semana após a semeadura foi feito o desbaste deixando somente uma planta por 

vaso. A capacidade de campo foi controlada pela pesagem dos vasos e na irrigação foi utilizada 

água destilada a cada dois dias de acordo com o peso do vaso. Após 45 dias da semeadura, o 

solo foi coletado para as análises químicas e microbiológicas e uma parte foi armazenada em 

micro-tubos de 2 mL para as análises moleculares em freezer a -20 ºC. 

As sementes de feijão (variedade BRS estilo) foram distribuídas na proporção de quatro 

para cada vaso, e uma semana após a emergências das plântulas foi realizado o desbaste, 

deixando somente uma planta por vaso. A irrigação foi realizada a cada dois dias com água 

destilada de acordo com a capacidade de campo, por meio de pesagem, e após 45 dias da 

semeadura, o solo foi coletado da mesma forma que o experimento anterior. 

 

3.5 Análises químicas dos solos após coleta dos experimentos 

 

As características de pH, e os teores de P, C, N, Mg, Ca, K, Al, H+Al e COT foram 

determinados após 45 dias pelos métodos utilizados nas análises de solo antes dos 

experimentos, como mencionado anteriormente.  

 

3.6 Análises microbiológicas 

 

Os valores de carbono, nitrogênio e fósforo da biomassa microbiana foram estimados 

pelo método de irradiação-extração (MENDONÇA; MATOS, 2017) que tem como princípio a 

lise celular através de energia eletromagnética para quantificação (por diferença entre as 
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amostras de solo irradiada e não irradiada) de C, N e P liberados pelos micro-organismos. Para 

todas as análises foi determinada a umidade das amostras, a partir de 10 g de solo pesado em 

placas de Petri e seco em estufa à 105 ºC por 24 horas. O fator de correção (F) foi utilizado no 

ajuste das umidades dos solos. 

Para a determinação do carbono da biomassa microbiana (C-BMS) e do nitrogênio da 

biomassa microbiana (N-BMS), o extrator utilizado foi o sulfato de potássio (K2SO4) 0,5 mol 

L-1, 80 mL por amostra, com pH ajustado para 6,5-6,8. As amostras foram submetidas a agitação 

horizontal por 30 minutos. Em seguida as amostras foram deixadas em repouso por 1 hora e 

posteriormente o sobrenadante foi filtrado em papel quantitativo. Após filtrar as amostras, 10 

mL do extrato foi adicionado em um erlenmeyer de 125 mL, seguido de 2 mL da solução de 

dicromato de potássio (K2Cr2O7) 0,066 mol L-1 e 10 mL de ácido sulfúrico (H2SO4). Após 

esfriar, foi adicionado 50 mL de água destilada e três gotas do indicador ferroin, procedendo-

se a titulação do excesso de dicromato com uma solução de sulfato ferroso amoniacal 0,03 mol 

L-1, onde as amostras passam da coloração amarelo para vermelho “tijolo”. Os valores do C-

BMS foram calculados a partir da seguinte equação: 

 

𝐶𝐼,𝑁𝐼 =
(𝑉𝑏 − 𝑉𝑎𝑚)(𝑚𝑜𝑙𝑎𝑟𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑑𝑜 𝑠𝑢𝑙𝑓𝑎𝑡𝑜 𝑓𝑒𝑟𝑟𝑜𝑠𝑜)(3)(1000)(𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜𝑟)

(𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜∗)(𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑠𝑜𝑙𝑜)
 

 

*volume utilizado para a determinação do carbono (mL); 

Vb = volume do branco (mL); 

Vam = volume da amostra (mL); 

3 = resultado da relação entre o número de mols de Cr2O7 que reagem com Fe2+ (1/6), 

multiplicado pelo número de mols de Cr2O7 que reagem com o C0 (3/2), multiplicado pelo peso 

equivalente do C (12); 

1000 = fator de conversão de umidade. 

Cmic = (Ci – Cñi) / Kc = µg g-1 de C no solo 

Ci = amostra irradiada 

Cñi = amostra não irradiada 

Sendo que Kc = 0,33 para o método de irradiação extração de C-BMS. 

 

O N-BMS foi determinado a partir do mesmo extrato utilizado para o C-BMS. O 

procedimento consistiu em: pipetar 20 mL do extrato em tubos de digestão de 100 mL, em 

seguida foi adicionado 1 mL de peróxido de hidrogênio (H2O2) 30 % e 2 mL de ácido sulfúrico 
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(H2SO4). Após esfriar foi adicionado 0,7 g da mistura digestora (Sulfato de Sódio; Sulfato de 

cobre heptahidratado e selênio). As amostras foram levadas ao bloco digestor e a temperatura 

foi elevada paulatinamente até o volume abaixar e ser atingida a temperatura de 350 ºC. Após 

clarear (verde claro) as amostras foram mantidas no bloco por 2 horas em temperatura 

controlada. Depois da digestão, foi adicionado 5 mL de água destilada em cada amostra e o 

tubo foi conectado ao destilador Kjeldahl e vagarosamente foi liberada a solução de hidróxido 

de sódio (NaOH) 10 mols L-1. Um erlenmeyer com 5 mL da solução indicadora de ácido bórico 

(utilizado para aprisionar o nitrogênio evitando que ele seja perdido por volatilização) foi 

colocado no equipamento a fim de coletar 35-40 mL de destilado e em seguida procedeu-se a 

titulação com uma solução de ácido clorídrico (HCl) 0,005 mol L-1. O ácido foi padronizado e 

sua concentração calculada a partir da seguinte formula:  

 

𝐻+(𝑚𝑜𝑙𝑐𝐿−1) =
10𝑥0,050

𝑚𝐿𝐻+
 

 

O teor de N presente na biomassa microbiana foi calculado a partir da equação abaixo 

descrita: 

 

𝑁𝑖 (𝑚𝑔. 𝐿−1) =
(𝑚𝐿 𝐻+𝑎𝑚 − 𝑚𝐿 𝐻+𝑏𝑟)𝑥[𝐻+]𝑥14

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 (𝐿)
 

 

Em que: 

Vam = volume de HCl gasto na titulação da amostra; 

Vbr = volume de HCl gasto na titulação do branco; 

[H+] = concentração real do ácido clorídrico 

14 = peso equivalente do N 

 

𝑁𝐼,Ñ𝐼(𝑚𝑔. 𝑘𝑔−1) =
𝑁𝐼(𝑣𝑜𝑙. 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜𝑟 (𝐿))𝑥1000

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑔)
 

 

Em que: 

1000 = fator de conversão de umidade. 

 

𝑁𝑚𝑖𝑐(𝑚𝑔. 𝑘𝑔−1) =  (𝑁𝐼 −  𝑁Ñ𝐼)/𝐾𝑛 
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Em que:  

NI = nitrogênio da amostra irradiada 

NÑI = nitrogênio da amostra não irradiada 

Kn = 0,54 para o método de irradiação-extração do N-BMS. 

 

Na determinação do fósforo da biomassa microbiana (P-BMS) o extrator utilizado foi o 

bicarbonato de sódio (NaHCO3) 0,5 mol L-1. A quantidade de solo, volume do extrator, agitação 

e filtração seguiu o mesmo padrão utilizado na determinação do C-BMS e N-BMS. Após essas 

etapas foi pipetado 5 mL do extrato das amostras irradiadas e não irradiadas em copos 

descartáveis de 50 mL, adicionado 5,5 mL de água destilada e 2,0 mL do reagente de trabalho 

– RT. Decorridos 40 minutos de repouso das amostras (para formação da cor azul) foi realizada 

a leitura no colorímetro utilizando o comprimento de onda de 882 nm. Antes de proceder a 

leitura no colorímetro foi necessário o preparo de uma curva padrão para calibrar o equipamento 

com concentrações conhecidas de fósforo. 

 Para a determinação do fósforo recuperado (P-SPIKE) foi pesado 5 g de solo em tubos 

de centrífuga de 50 mL, adicionado 1 mL de solução padrão de fósforo 25 mg L-1 e 30 mL da 

solução de bicarbonato de sódio 0,5 mol L-1. As amostras foram submetidas a agitação 

horizontal por 60 minutos, depois centrifugadas por 10 minutos a 3.000 RPM, filtradas em papel 

quantitativo lento e seguiu-se o mesmo procedimento descrito para a determinação do P-BMS. 

Os teores de fósforo presente na biomassa microbiana foram calculados a partir das equações 

abaixo descritas: 

 

𝑃𝑙𝑖𝑞 =  𝑃𝐼 −  𝑃Ñ𝐼 

 Em que: 

Pliq = P líquido 

PI = teor de P na amostra irradiada 

PÑI = teor de P na amostra não-irradiada 

 

𝑃𝑚𝑖𝑐  (𝑚𝑔. 𝑘𝑔−1) =  
𝑃𝑙𝑖𝑞

𝐾𝑝
𝑥

100

%𝑃𝑟𝑒𝑐
 

Em que: 

Kp = 0,40 para o método de irradiação-extração do fósforo da biomassa microbiana. 

%Prec = percentual de P recuperado após agitação do solo de mL de solução 25 mg L-1 

de P. 
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%𝑃𝑟𝑒𝑐 =
𝑃𝑎𝑑 −  𝑃Ñ𝐼

5
𝑋100 

 

Em que: 

Pad = 1 mL contendo 25 mg L-1 de P, equivalente a 5 mg.kg-1 P no solo. 

 

A respiração basal do solo, tem como princípio medir a quantidade de C respirado pela 

microbiota do solo e baseia-se na captura de CO2 emitido de uma amostra de solo, quando 

incubado em um ambiente fechado por determinado período de tempo. O solo foi pesado (75 

g) em potes plásticos e umedecido com o auxílio de um borrifador contendo água destilada para 

ativação dos micro-organismos, em seguida foi adicionado um copo de 50 mL, em cada pote, 

contendo 20 mL de hidróxido de sódio (NaOH) 0,5 M para incubação em potes hermeticamente 

fechados. Decorridos 6 dias de incubação foi feita a leitura das amostras por titulação com uma 

solução de ácido clorídrico (HCl) 0,25 M, após a adição da solução de cloreto de bário (BaCl2) 

0,05 M para precipitação do carbonato e 3 gotas da solução indicadora de fenolftaleína 1 % 

(MENDONÇA; MATOS, 2005). Foi necessário realizar a padronização do ácido conforme 

descrito acima na determinação de N-BMS. A taxa de CO2 da respiração do solo foi calculada 

de acordo com a equação abaixo descrita: 

 

𝜇𝑔𝐶𝑂2. 𝑔 𝑠𝑜𝑙𝑜−1. 𝑑𝑖𝑎−1 =
(𝑉𝑏 − 𝑉𝑎𝑚)𝑥(𝑐𝑜𝑛𝑐. 𝐻𝐶𝑙)𝑥22𝑥1000

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑠𝑜𝑙𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 (𝑔)𝑥𝑛º 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑎𝑠
 

Onde: 

Vb = média dos volumes gastos na titulação dos brancos; 

Vam = volume gasto na titulação das amostras; 

Conc. HCl = 0,5 M; 

22 = massa atômica do CO2 (44) dividido pelo número de moles de CO2 que reagem 

com NaOH (2); 

1000 = fator de conversão de unidades; 

Nº de dias = 6 (5-7 conforme período de incubação) 

 

O quociente metabólico (qCO2), foi obtido pela razão entre a respiração basal e o 

carbono da biomassa microbiana do solo. 
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3.7 Extração do DNA total do solo 

 

O DNA foi extraído a partir de 0,5 g de solo utilizando o kit PureLinkTM Microbiome 

DNA Purification (Life Technologies, Carlsbad, Estados Unidos). O solo foi adicionado em 

microtubos contendo granada finamente moída e as células foram lisadas por agitação 

horizontal a 4.000 rpm por 5 segundos. Após a lise celular, o DNA total do solo foi extraído de 

acordo com as instruções do fabricante. Para observar a integridade do DNA e quantificá-lo, 

uma alíquota de 4 μL foi submetida à eletroforese em gel de agarose 1 % em tampão TAE 1x 

(Tris, Ácido acético, EDTA) adicionado ao corante Sybr® Green (Life Technologies, Carlsbad, 

Estados Unidos). O gel foi submetido a um campo eletroforético de 100 volts por 30 minutos. 

A imagem do gel foi capturada sob luz ultravioleta em um transluminador UV E-BOX VX2.  

 

3.8 Reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) 

 

A abundância de bactérias totais, fungos totais e diazotróficos foi quantificada por 

qPCR, utilizando como alvo os genes 16S rRNA, 18S rRNA e nifH, respectivamente. Os 

iniciadores e as condições das reações estão descritos na Tabela 2. Um controle negativo foi 

adicionado em todas as quantificações visando o monitoramento de contaminações. 

As reações foram realizadas em duplicata, no volume final de 10 μL contendo 5 μL do 

kit GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, USA), 1 μL de cada primer, 2 μL de H2O livre de 

nucleases e 1 μL de DNA, usando o equipamento Light Cycler 480 (Roche Applied Science). 

As curvas padrões foram obtidas utilizando diluições seriadas (10-1 a 10-5) de amostras de DNA 

metagenômico com concentrações conhecida. Todas as reações de amplificação apresentaram 

valores de eficiência entre 98 e 100 %, e os valores de R2 das curvas padrão foram sempre 

maiores que 0,98. 
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Tabela 2. Primers e condições de ciclagem utilizados para amplificar os genes alvo qPCR 

1Muyzer et al. (1993); 2Fierer et al. (2005); 3Simonet et al. (1991); 4Poly, Monrozier e Bally (2001) 

 

3.9 Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (PCR-DGGE) 

 

A análise de PCR-DGGE foi utilizada para avaliar a estrutura das comunidades 

microbianas do solo (fungos, bactérias e diazotróficos). Na amplificação dos genes, foram 

adicionados aos primers os grampos (sequências ricas em guanina e citosina). Para bactéria 

total foi utilizado o fragmento do gene 16S rRNA como marcador molecular, amplificado 

usando os primers 341f-GC e 518R. Na amplificação do gene nifH foram utilizados os primers 

FGPH19 e PolR na amplificação inicial, realizando-se a segunda reação (NESTED) com os 

primers POLF-GC e AQER S. Para fungo total foi utilizado o fragmento da região ITS1 do 

gene 18S rRNA como marcador molecular, amplificado usando para a primeira reação os 

primers EF4 e ITS4 e para segunda reação (NESTED) ITS1-F-GC e ITS2. As condições para 

reações estão descritas na Tabela 3. 

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1 %. 

Posteriormente, os amplicons foram analisados por DGGE utilizando-se um sistema de 

eletroforese vertical DCode (BioRad). Para a análise, foram preparados géis de poliacrilamida 

8% (w/v), com gradiente desnaturante de 15 a 55 % para 16S rRNA (bactéria total), 20 a 55 % 

para nifH e 30 a 45 % para 18S rRNA (fungo total). 100 % de desnaturação consistiu na 

concentração de 7 M de ureia e 40 % de formamida. Os géis para bactéria total e nifH foram 

submetidos à eletroforese por 3 horas a 200 Volts com temperatura de 60 °C, enquanto para 

fungo total, os géis foram submetidos a eletroforese por 16 horas a 100 Volts. Após eletroforese, 

os géis foram lavados com ácido acético 10 % durante 15 minutos, seguido de três lavagens 

Gene Alvo Primer Sequência Condições para ciclagem 

16S rRNA de 

(Bactéria total) 

341f1 

518r1 

5’ CCTACGGGAGGCAGCAG 3’ 

5’ ATTACCGCGGCTGCTGG 3’ 

95°C 5 min, 1 ciclo; 95ºC 

10 s, 60ºC 10 s, 72ºC 30 s, 

40 ciclos 

18S rRNA de 

(Fungo total) 

ITS1f2 

5.8S2 

5’ TCCGTAGGTGAACCTGCG G 3’ 

5’ CGCTGCGTTCTTCATCG 3’ 

95ºC 15 min, 1 ciclo; 95ºC 

1 min, 53ºC 30 s, 72ºC 1 

min, 40 ciclos 

nifH 

(Diazotróficos) 

FGPH193 

POLR4 

5’ TACGGCAARGGTGGNATHG 3’ 

5’ ATSGCCATCATYTCRCCGGA 3’ 

95ºC 5 min, 1 ciclo; 94ºC 

1 min, 57ºC 45 s, 72ºC 1 

min, 30 ciclos; 72ºC 7 

min, 1 ciclo 
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sucessivas de 5 minutos com água destilada, uma lavagem com metanol 50 % v/v por 15 

minutos, mais três lavagens sucessivas de 5 minutos com água destilada e em seguida corados 

com SYBR-Gold (Invitrogen, Breda, The Netherlands) em TAE (Tris, Acetato, EDTA) 0,5 x 

no escuro por 40 minutos e fotografados sob luz ultravioleta usando um transiluminador UV E-

BOX VX2. 

A estrutura das comunidades microbianas foi avaliada a partir da similaridade entre os 

micro-organismos, pertencentes ao mesmo grupo, vista pela presença ou ausência de amplicons 

após o DGGE. Os géis foram analisados utilizando o software Geljv2 para a determinação do 

padrão de amplicons e a partir das matrizes geradas foram realizadas as análises de nMDS (non-

Metric Multidimensional Scaling) com o programa Primer 5 (Phymouth Marine, Primer, Reino 

Unido). A ANOSIM foi aplicada para testar a diferença entre os valores médios de similaridade 

entre os tratamentos, sendo adotado como coeficiente de similaridade o modelo Jaccard. Desta 

forma, interpretam-se os valores de R > 0,75 como indicativos de grupos bem separados; R > 

0,5 como grupos com sobreposição, mas claramente diferenciados e R < 0,25 como grupos 

pouco separados, de acordo com o manual do programa Primer5 (CLARKE; GORLEY, 2001). 

A análise de NMDS baseia-se na representação gráfica dos tratamentos em diferentes 

dimensões, permitindo uma melhor visualização dos agrupamentos formados A confiabilidade 

da regressão é dada pelo seu nível de estresse. De acordo com Clarke (1993) valores de estresse 

> 0,20 (não se agrupam, totalmente randômicos), < 0,15 (boa separação, com alguma 

sobreposição), < 0,10 (separação ideal, grupos totalmente diferentes).  
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Tabela 3. Primers e condições de ciclagem para PCR-DGGE 

 

1Muyzer et al. (1993); 2Smit et al. (1999); 3White et al. (1990); 4Gardes; Bruns (1993); 5Anderson et al. (2003) 6 

Simonet et al. (1991); 7Poly; Monrozier; Bally (2001) 

 

3.10 Análise estatística e interpretação dos resultados 

 

Todas as análises foram efetuadas através do software R v.3.4.3. As médias das 

variáveis isoladas foram calculadas através da biblioteca doBy e os testes de normalidade dos 

resíduos foram feitos pela estatística de Shapiro-Wilk a 5% de significância. Os dados 

paramétricos foram submetidos a análise de variância seguindo um modelo fatorial duplo com 

2 tratamentos adicionais (2 x 3 + 2), realizando-se o teste F e a comparação múltipla de médias 

foi realizada pelo teste de Tukey, ao nível de significância de 5%.  O biochar apresentou 

variação linear significativa com relação a variação nas doses e a regressão foi calculada 

juntamente com a sua correlação (R2). Para comparação múltipla das variáveis com o 

tratamento controle (solos sem biochar e sem esterco) foi aplicado o teste de Dunnett, ao nível 

de significância de 5%. Os dados não paramétricos foram analisados pelo teste Scheirer-Ray-
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Hare, sendo uma extensão do teste de Kruskal-Wallis, utilizado para experimentos com 2 

fatores. O teste post-hoc foi aplicado para comparação múltipla e entre os tratamentos foi 

utilizado o teste de Dunn, que leva em conta as medianas, adotando um limiar α = 0.05. Os 

testes de Scheirer-Ray-Hare e de Dunnett foram feitos com auxílio das bibliotecas r companion 

e FSA, respectivamente. 

No presente trabalho, a análise canônica de coordenadas principais (CAP) foi calculada 

através da biblioteca vegan. A partir dela, foi possível obter um modelo de análise de 

redundância com uma ordenação multivariada que eliminou variáveis pouco explicativas. A 

análise de heatmap é um gráfico que tem por trás uma análise de significância das correlações 

de suas respectivas variáveis, além disso, mostra o agrupamento das variáveis com base numa 

escala de cores que representa a correlação de Pearson. Para a construção desse gráfico, foi 

utilizada a biblioteca heatmaplay. Tanto a CAP quanto a heatmap utilizaram como base os 

dados das matrizes geradas a partir da DGGE, e atributos químicos do solo e tiveram como 

objetivo observar os agrupamentos dos tratamentos com os atributos do solo. Na análise de 

heatmap as correlações foram feitas pelo coeficiente de Pearson para dados paramétricos. A 

partir dessas análises, foi possível revelar a interação entre a estrutura das comunidades 

microbianas com os nutrientes inorgânicos, relação C: N, pH e mudanças nas características 

metabólicas. 
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 4. RESULTADOS 

 

4.1 Impacto do biochar provenientes de resíduos de café sobre os atributos 

químicos de um Neossolo Regolítico cultivado com milho 

 

A adição de biochar ao solo cultivado com milho apresentou diferença significativa (P 

≤ 0,05) quanto ao pH entre as doses 4t ha-1 e 8t ha-1, variando entre 5,02 e 6,04, respectivamente. 

Os valores de pH mais elevado foram observados nos solos tratados com biochar CC (Tabela 

4). O pH dos solos que receberam apenas esterco (E), foi considerado ácido (4,43) sendo 

estatisticamente diferente e inferior quando comparado aos solos tratados com ambos os 

biochars (5,37), independente da dose. O nitrogênio total não apresentou diferença estatística 

significativa entre os tratamentos e doses. O carbono lábil diferiu entre os tipos de biochar, 

sendo maior nos solos que receberam todas as doses de CC (132,46 g kg-1). De modo geral, até 

mesmo quando comparado aos solos tratados com adubação orgânica (E), o teor de C foi 

superior nos solos com adição de ambos os biochars (106,64 g kg-1). 

A relação C:N dos solos que receberam  ambos biochars foi considerada maior de que 

no controle, sendo os solos que receberam 4t ha-1 do CC os que apresentaram maior relação 

(5,18). Quando adicionado 8t ha-1 de biochar, a relação C:N foi maior (5,25) nos solos com BC. 

Todos os solos que receberam biochar apresentaram relação C:N maior (3,75) de que os solos 

que receberam apenas esterco (1,51). Esses valores de relação C:N, considerados baixos, 

indicam, que o biochar, quando incorporado ao solo contribui para o processo de mineralização. 

De modo geral, os teores mais elevados de sódio foram observados nos solos que 

receberam a adição de ambos os biochars (0,12 Cmolc kg-1) quando comparado aos solos 

tratados com esterco (0,10 Cmolc kg-1). Mas a adição da dose 8 t ha-1, apresentou diferença 

estatística significativa, sendo BC (0,14 Cmolc kg-1) superior a CC (0,02 Cmolc kg-1). O teor de 

potássio nos solos que receberam CC foi maior (0,46 Cmolc kg-1) de que nos solos com BC 

(0,19 Cmolc kg-1). Entretanto, os solos com as doses de BC foram considerados estatisticamente 

iguais ao solo com esterco no teor de potássio diferindo daqueles que receberam as doses de 

CC, apresentando assim teores mais elevados de K+. O fósforo disponível foi estatisticamente 

diferente e superior após a adição da dose 8 t ha-1 de CC (15,25 mg kg-1) quando comparado 

aos solos tratados com BC na mesma dose. Na dose 16t ha-1 ocorreu o inverso, sendo os teores 

de P disponível mais elevado (10,21 mg kg-1) nos solos tratados com BC. Os solos tratados com 
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adubação orgânica, apresentaram teores de P inferior (7,06 mg kg-1) aos solos que receberam 

ambos os biochars (9,71 mg kg-1). 

A acidez trocável foi superior (4,32) nos solos com adição de 16 t ha-1 de CC, em relação 

a mesma dose de BC. Os solos sob adição de esterco apresentaram diferença estatística, sendo 

neles, a acidez trocável maior (4,37) de que nos solos tratados com BC e CC (4,08). O cálcio e 

o magnésio não apresentaram diferença estatística entre as doses e tratamentos adicionados ao 

solo. Já o alumínio foi estatisticamente diferente nos solos que receberam 4t ha-1 e 8t ha-1 sendo 

os maiores valores apresentados com adição de BC (0,15 e 0,13 Cmolc kg-1). Além disso, os 

solos tratados com esterco apresentaram maior teor de Al+3 (0,22 Cmolc kg-1) quando 

comparados aos solos sob adição dos dois tipos de biochar (0,14 Cmolc kg-1). O carbono 

orgânico total (COT) foi influenciado positivamente pela adição dos biochars ao solo, uma vez 

que apresentou teor superior (11,68 g kg-1) em relação aos solos tratados com esterco (10,11 g 

kg-1). 
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Tabela 4. Atributos químicos de um Neossolo Regolítico que recebeu diferentes doses de 

biochar provenientes de borra de café (BC) e casca de café (CC) e cultivado com milho 

(variedade comercial 1058) 

 

 
(Continua) 

 

 

 

9.pH

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 5,02 b 5,08 b 5,27 5,12 f(x) = 5.12 ns

CC 5,62 a 6,04 a 5,17 5,61 f(x) = -0.047x + 6.05 0,45

Med. 5,32 5,56 5,22 5,37 A

E = 4,43 B

7.N (g kg-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 40,95 16,82 26,17 27,98 f(x) = 27.98 ns

CC 33,91 69,06 38,85 47,27 f(x) = 47.27 ns

Med. 37,43 42,94 32,51 37,63

E = 42,39

8.C (g kg-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 82,02 83,86 76,57 80,82 b f(x) = 80.82 ns

CC 153,10 122,13 122,15 132,46 a f(x) = 132.46 ns

Med. 117,56 103,00 99,36 106,64 A

E = 51,08 B

3.C:N

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 2,55 b 5,25 a 3,45 3,75 f(x) = 3.75 ns

CC 5,81 a 2,22 b 3,22 3,75 f(x) = 3.75 ns

Med. 4,18 3,74 3,34 3,75 A

E = 1,51 B

10.Na (Cmolc kg-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 0,14 0,14 a 0,14 0,14 f(x) = 0.14 ns

CC 0,16 0,02 b 0,13 0,10 f(x) = 0.10 ns

Med. 0,15 0,08 0,14 0,12 A

E = 0,10 B

11.K (Cmolc kg-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 0,13 0,18 0,26 0,19 bB f(x) = 0.011x + 0.086 0,99

CC 0,43 0,63 0,33 0,46 aA f(x) = 0.46 ns

Med. 0,28 0,40 0,30 0,33

E = 0,08 B

12.P (mg kg-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 8,11 9,55 b 10,21 a 9,29 f(x) = 9.29 ns

CC 8,04 15,25 a 7,13 b 10,14 f(x) = 10.14 ns

Med. 8,08 12,40 8,67 9,71 A

E = 7,06 B

13.H+Al

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 3,93 4,21 3,66 b 3,93 f(x) = -0.029x + 4.21 0,43

CC 3,88 4,48 4,32 a 4,23 f(x) = 0.028x + 3.96 0,31

Med. 3,91 4,35 3,99 4,08 B

E = 4,37 A
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Tabela 4. Atributos químicos de um Neossolo Regolítico que recebeu diferentes doses de 

biochar provenientes de borra de café (BC) e casca de café (CC) e cultivado com milho 

(variedade comercial 1058) 

(Conclusão) 

 
As diferenças significativas entre tratamentos numa mesma coluna foram representadas por letras minúsculas 

diferentes a direita de suas médias, e entre os tratamentos numa mesma linha foram representadas pela presença 

de um modelo linear seguido pela sua correção (R2), ambos adotando o nível de significância de 5%. A diferença 

significativa entre o fatorial Biochar x Dose com o tratamento adicional (esterco), foi sinalizada pela presença de 

letras maiúsculas diferentes entre ambas. A ausência de letras entre qualquer tratamento indica igualdade estatística 

ao nível de 5% de significância 

 

4.2 Impacto do biochar provenientes de resíduos de café sobre os atributos 

microbianos de um Neossolo Regolítico cultivado com milho 

 

A maior quantidade de carbono da biomassa microbiana (CBM) foi encontrado em solos 

incorporados de CC na dose 4t ha-1 (153,10 µg.g-1 solo-1), sendo diferente (P ≤ 0,05) e quase 

três vezes maior, quando comparado ao controle absoluto (65,48 µg.g-1 solo-1). Entretanto, os 

solos que receberam as doses de CC mostraram-se estatisticamente superior (132,46 µg.g-1 solo-

1) aos solos com BC (80,82 µg.g-1 solo-1) quanto ao CBM (Tabela 5).  

O nitrogênio da biomassa microbiana (Nmic) acompanhou o mesmo comportamento do 

nitrogênio total (Nt), pois não apresentou diferença estatística entre os tratamentos e doses de 

biochar. Quanto ao fósforo da biomassa microbiana (Pmic), apresentou diferença (P ≤ 0,05) 

apenas com a adição da dose 8t ha-1 do CC, sendo o menor valor (0,62 µg.g-1 solo-1) de Pmic 

encontrado em todos os solos quando comparado ao controle absoluto (3,26 P µg.g-1 solo-1).  

14.Ca (Cmolc kg-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 0,65 0,79 0,58 0,67 f(x) = 0.67 ns

CC 0,67 0,72 0,63 0,67 f(x) = 0.67 ns

Med. 0,66 0,76 0,60 0,67

E = 0,62

15.Mg (Cmolc kg-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 1,07 1,07 1,01 1,05 f(x) = 1.05 ns

CC 1,01 1,07 0,99 1,03 f(x) = 1.03 ns

Med. 1,04 1,07 1,00 1,04

E = 1,06

16.Al (Cmolc kg-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 0,15 a 0,13 a 0,17 0,15 f(x) = 0.15 ns

CC 0,10 b 0,08 b 0,19 0,13 f(x) = 0.0087x + 0.044 0,79

Med. 0,13 0,11 0,18 0,14 B

E = 0,22 A

20.COT (g kg-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 10,65 11,30 12,25 11,40 f(x) = 11.40 ns

CC 11,69 10,94 13,27 11,96 f(x) = 11.96 ns

Med. 11,17 11,12 12,76 11,68 A f(x) = 0.142x + 10.353 0,87

E = 10,11 B
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Os solos tratados com os dois tipos de biochar em todas as doses e o tratamento com 

adição de esterco foram estatisticamente diferentes e superiores quando comparados ao controle 

absoluto em relação a respiração basal do solo (13,93 mg.C-CO2.kg-1.dia-1). No entanto, entre 

os solos com biochars, BC apresentou RBS superior (31,41 mg.C-CO2.kg-1.dia-1) aos solos com 

CC (26,92 mg.C-CO2.kg-1.dia-1).  Quanto ao quociente metabólico (qCO2), após a incorporação 

de BC e CC, BC apresentou qCO2 superior (39,51 mg.C-CO2.g
-1 Cmic.dia-1) a CC (21,91 mg.C-

CO2.g
-1 Cmic.dia-1). Sendo que, de modo geral os solos tratados com ambos os biochars 

apresentaram quociente metabólico inferior (30,71 mg.C-CO2.g
-1 Cmic.dia-1) aos solos com 

adição de esterco (52,45 mg.C-CO2.g
-1 Cmic.dia-1). 
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Tabela 5. Carbono, nitrogênio e fósforo da biomassa microbiana (CBM, Nmic, Pmic), respiração 

basal do solo (RBS) e quociente metabólico (qCO2) de um Neossolo Regolítico que recebeu 

diferentes doses de biochar provenientes de borra de café (BC) e casca de café (CC) e cultivado 

com milho (variedade comercial 1058) 

 

 

 

 

 
As diferenças significativas entre tratamentos numa mesma coluna foram representadas por 

letras minúsculas diferentes a direita de suas médias, e entre os tratamentos numa mesma linha 

foram representadas pela presença de um modelo linear seguido pela sua correção (R2), ambos 

adotando o nível de significância de 5%. Os tratamentos com as médias em negrito foram 

significativamente diferentes do controle (S) e a diferença significativa entre o fatorial Biochar 

x Dose com o tratamento adicional (esterco = E), foi sinalizada pela presença de letras 

maiúsculas diferentes entre ambas. A ausência de letras entre qualquer tratamento indica 

igualdade estatística ao nível de 5% de significância 

 

 

 

 

1.CBM (µg g-1 solo-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 82,02 83,86 76,57 80,82 b f(x) = 80.82 ns

CC 153,10 122,13 122,15 132,46 a f(x) = 132.46 ns

Med. 117,56 103,00 99,36 106,64

S = 65,48 E = 72,73

2.Nmic (µg g-1 solo-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 41,01 16,57 26,29 27,96 f(x) = 27.96 ns

CC 33,91 69,06 38,75 47,24 f(x) = 47.24 ns

Med. 37,46 42,82 32,52 37,60

S = 65,48 E = 48,78

4.Pmic (µg g-1 solo-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 0,97 2,94 2,21 2,04 f(x) = 2.04 ns

CC 1,60 0,62 2,13 1,45 f(x) = 1.45 ns

Med. 1,29 1,78 2,17 1,75

S = 3,26 E = 2,96

5.RBS (mg.C-CO2.kg-1.dia-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 31,00 34,27 28,96 31,41 a f(x) = 31.41 ns

CC 26,91 28,96 24,88 26,92 b f(x) = 26.92 ns

Med. 28,96 31,62 26,92 29,16

S = 13,93 E = 26,53

6.qCO2  (mg.C-CO2.g-1 Cmic.dia-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 39,01 41,48 38,05 39,51 a f(x) = 39.51 ns

CC 17,91 27,49 20,33 21,91 b f(x) = 21.91 ns

Med. 28,46 34,48 29,19 30,71 B

S = 38,59 E = 52,45 A
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4.3 Impacto do biochar provenientes de resíduos de café sobre a abundância de 

bactérias totais, diazotróficas e fungos totais de um Neossolo Regolítico cultivado com 

milho 

 

A abundância de bactérias totais, gene 16S rRNA, não apresentou diferença estatística 

entre o número de cópias encontrado nos tratamentos e as doses de biochar quando comparados 

ao controle e solo com esterco. Enquanto isso, o gene 18S rRNA, utilizado como alvo no estudo 

de fungos totais, apresentou diferença estatística (P ≤ 0,05) no solo que recebeu o tratamento 

com esterco sendo a quantidade de cópias do gene inferior (6,20) ao número de cópias 

encontradas no controle absoluto (6,48). Além disso, a maior dose dos biochars (16 t ha-1) 

exerceu influência sobre a abundância de genes 18S, uma vez que o biochar da borra de café 

apresentou um maior número de cópias (6,87) em relação ao biochar da casca de café (6,18) do 

respectivo gene. A abundância de diazotróficos foi verificada através do gene nifH e os 

resultados mostraram que todas as doses do CC diferiram estatisticamente do controle, sendo o 

número de cópias do gene em questão menor nos solos tratados com CC. Além disso, as maiores 

doses de ambos os biochars diferiram estatisticamente entre si, sendo que os solos tratados com 

BC apresentaram um maior número de cópias (4,73) do respectivo gene em relação a CC (4,22). 

Avaliando de modo geral, o biochar da borra de café exerceu maior influência sobre a 

abundância de diazotróficos e fungos totais. 

 



58 

 

Tabela 6. Análise de variância da abundância de genes em solo cultivado com plântulas de 

milho (variedade comercial 1058) 

 

 

 
Para dados não normais, o método que substituiu o teste F (ANOVA) foi o Scheirer-Ray-Hare e 

a comparação múltipla entre as variáveis foi feita pelo teste de Dunnett, ambos ao nível de 5% 

de significância. Neste caso não houve efeito significativo de interação entre as variáveis e por 

isso foram feitas comparações entre os tratamentos gerais BC (0.3) e CC (0.5). 

 

4.4 Distribuição dos tratamentos levando em consideração a estrutura das 

comunidades microbianas em solos cultivados com milho sob aplicação de doses 

crescentes de biochar 

 

A aplicação de dois tipos de biochar, BC e CC, em diferentes doses à um Neossolo 

Regolítico cultivado com milho, permitiu delinear o perfil das comunidades microbianas 

representando através da análise de escala multidimensional (NMDS), que se baseia na 

representação gráfica dos tratamentos em diferentes dimensões, permitindo uma melhor 

visualização dos agrupamentos formados.  

 

- Bactérias totais  

 

O nível de estresse aplicado para o gene 16S rRNA foi de 0,07, ou seja, houve a 

formação de grupos totalmente separados (Figura 3). A NMDS indicou que as amostras se 

agruparam de acordo com os tratamentos, havendo a formação de dois grupos. Em um dos 

17.Log. nº de cópias do gene 16S rRNA (SRH - Não normal!)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 8,18 9,08 9,28 8,85 f(x) = 8.85 ns

CC 9,31 8,48 8,42 8,74 f(x) = 8.74 ns

Med. 8,74 8,78 8,85 8,79

S = 9,02 E = 8,34

18.Log. nº de cópias do gene 18S rRNA

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 6,05 6,52 6,87 a 6,48 f(x) = 0.065x + 5.875 0,93

CC 6,58 6,68 6,18 b 6,48 f(x) = 6.48 ns

Med. 6,32 6,60 6,53 6,48

S = 6,48 E = 6,20

19.Log. nº de cópias do gene nifH

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 4,41 4,76 4,73 a 4,63 a f(x) = 0.065x + 5.875 0,93

CC 4,46 4,40 4,22 b 4,36 b f(x) = 6.48 ns

Med. 4,43 4,58 4,47 4,50

S = 4,98 E = 4,62
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grupos estão os tratamentos: solo de referência; esterco; as doses 4 t ha-1 e 8 t ha-1 do biochar 

BC e no outro grupo ficaram todas as doses do biochar CC e a dose 16t ha-1 de BC.  

Complementando a representação da NMDS, a ANOSIM (Teste de Pairwise) foi 

aplicada (Apêndice A) para testar a diferença entre os valores médios de similaridade entre as 

amostras. Desta forma, o teste indicou um R global de 0,383 e os resultados do teste de Pairwise 

mostraram que apenas três tratamentos formaram grupos bem separados: solo, dose 8t CC; 

solo+esterco, dose 8t CC e dose 4t BC, dose 8t CC 

 

- Fungos totais  

 

 O gene 18S rRNA apresentou nível de estresse de 0,02, indicando que a representação 

bidimensional é válida e considerada como ideal, formando, assim, grupos bem separados e 

distintos (Figura 4). O biochar da borra de café agrupou-se com o solo de referência e o 

solo+esterco, enquanto o biochar da casca de café formou um grupo bem distinto e separado 

incluindo todas as doses 

Para complementar a NMDS, o teste de Pairwise (Apêndice B) foi aplicado e apresentou 

um R global de 0,721, indicando, assim, a formação de grupos bem separados. Os resultados 

do teste de Pairwise mostraram que os tratamentos formaram grupos bem separados, com 

exceção dos tratamentos: dose 4t BC, dose 8t BC; dose 4t CC, dose 8t CC; dose 4t CC, dose 

16t CC e dose 8t CC, dose 16t CC, que formaram grupos pouco separados. 

 

- Diazotróficos  

 

Em relação a comunidade de fixadoras de nitrogênio, o nível de estresse aplicado foi de 

0,1, indicando que a representação bidimensional é válida e considerada como ideal formando 

assim grupos bem separados e distintos. A NMDS indicou que ocorreu a formação de dois 

grupos distintos, agrupados por tratamentos. Em um dos grupos formados ficaram os seguintes 

tratamentos: solo de referência; solo+esterco e as menores doses do biochar da borra de café 

(4t ha-1 e 8t ha-1), enquanto no outro grupo ficaram todos os tratamentos do biochar da casca de 

café e a maior dose do biochar da borra de café (Figura 5).  

Os resultados do teste de Pairwise (Apêndice C) mostraram um R global de 0,7 e a 

formação de grupos bem separados na maioria dos tratamentos, sendo dois grupos considerados 

como pouco separados (dose 4t BC, dose 8t BC e dose 8t CC, dose 16t CC) e seis com 

sobreposição, mas claramente distintos (solo, dose 4t BC; solo+esterco, dose 4t BC; 
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solo+esterco, dose 8t BC; dose 16t BC, dose 4t CC; dose 4t CC, dose 8t CC; dose 4t CC, dose 

16t CC). 

 

 

Figura 3. Escala multidimensional (NMDS) dos perfis de bactérias totais, obtida após DGGE, de um Neossolo 

Regolítico que recebeu diferentes doses de biochar provenientes de borra de café (BC) e casca de café (CC) e 

cultivado com milho (variedade comercial 1058) 

 

 

 

Figura 4. Escala multidimensional (NMDS) dos perfis de fungos totais, obtida após DGGE, de um Neossolo 

Regolítico que recebeu diferentes doses de biochar provenientes de borra de café (BC) e casca de café (CC) e 

cultivado com milho (variedade comercial 1058) 
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Figura 5. Escala multidimensional (NMDS) dos perfis de fixadora de nitrogênio, obtida após DGGE, de um 

Neossolo Regolítico que recebeu diferentes doses de biochar provenientes de borra de café (BC) e casca de café 

(CC) e cultivado com milho (variedade comercial 1058) 

 

4.5 Análise canônica de coordenadas principais (CAP), HeatMap, correlação entre 

os atributos químicos do solo e as comunidades microbianas em solos tratados com 

biochar de café sob cultivado de milho 

 

A análise canônica de coordenadas principais explicou 51 % da variação total dos 

vetores (variáveis) não sobrepostos e correlacionados à matriz de distância da DGGE para o 

gene 16S rRNA (Figura 6). Essa análise mostrou um forte distanciamento entre a estrutura das 

comunidades bacterianas do solo com a dose 16 t ha-1 do biochar da casca de café. As menores 

doses de CC se correlacionaram positivamente com o número de cópias do gene 16S rRNA, 

18S rRNA, nifH, Pmic, qCO2 e Nmic, com diferenças significativas. A comunidade bacteriana do 

solo controle apresentou maior correlação com o número de cópias do gene nifH, Nmic e Pmic, 

sendo este último menos intenso, e assim distanciando-se do alumínio do solo. O Al apresentou 

maior proximidade com as comunidades bacterianas nas doses 16 t ha-1 de CC e 4 t ha-1 de BC. 

No tratamento com esterco, as comunidades microbianas correlacionaram-se com o Nmic. O 

biochar BC apresentou influência sobre Ca+2, Na+, Al+3 e RBS, sendo essas variáveis 

correlacionadas negativamente com o número de cópias do gene 16S rRNA, o que significa que 

o número de bactérias diminuiu conforme o aumento dessas variáveis. 

Em relação ao gene 18S rRNA a análise canônica de coordenadas principais explicou 

60 % da variação total dos vetores (variáveis) não sobrepostos e correlacionados a matriz de 
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distância do DGGE (Figura 7). As comunidades fúngicas dos solos com biochars de casca e 

borra de café se distanciaram entre si, apresentando poucas sobreposições, e se afastaram 

também dos tratamentos controle. Na dose 16 t ha-1 de CC, as comunidades fúngicas 

aproximam-se do Nmic, enquanto as menores doses do mesmo biochar e o tratamento com 

esterco aproximam-se dos elementos Al+3 e Ca+2. Todas as doses do biochar da borra de café 

foram mais favoráveis ao número de cópias do gene 18S rRNA correlacionando-se 

positivamente com RBS. Os solos com BC aproximaram-se também do qCO2, gene nifH, gene 

16S rRNA e Pmic, embora os dois últimos tenham sido menos intensos. 

Já para o gene nifH, a análise canônica de coordenadas principais (Figura 8) explicou 

53 % da variação total dos vetores (variáveis) não sobrepostos e correlacionados a matriz de 

distância do DGGE para o gene nifH. A comunidade de diazotróficos no solo controle 

apresentou maior correlação com o número de cópias do gene nifH. O solo controle 

correlacionou-se também com o gene 18S rRNA e o Nmic. No biochar da casca de café e o 

tratamento com esterco, houve um distanciamento da comunidade de diazotróficos, desta forma 

esses tratamentos aproximaram-se do Nmic (as menores doses e o tratamento com esterco) e do 

Ca+2 e Al+3 (maior dose de CC). A maior dose de BC aproximou-se do número de cópias do 

gene nifH, Pmic, qCO2 e gene 16S rRNA, sendo o último menos intenso. Quanto as menores 

doses de BC aproximaram-se da relação C:N, Na+ e RBS. 
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Figura 6. Análise canônica de coordenadas principais (CAP) entre as estruturas das comunidades bacterianas e as 

características bioquímicas de solos cultivados com milho (variedade comercial 1058) submetidos a diferentes 

dosagens de substratos. As variáveis redundantes foram removidas gerando modelos simplificados para realização 

da ANOVA multivariada com base na estatística do “pseudo-F”, apenas os vetores com asterisco foram 

significativos (ρ < 0,05) 
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Figura 7. Análise canônica de coordenadas principais (CAP) entre as estruturas das comunidades fúngicas e as 

características bioquímicas de solos cultivados com milho (variedade comercial 1058) submetidos a diferentes 

dosagens de substratos. As variáveis redundantes foram removidas gerando modelos simplificados para realização 

da ANOVA multivariada com base na estatística do “pseudo-F”, apenas os vetores com asterisco foram 

significativos (ρ < 0,05) 
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Figura 8. Análise canônica de coordenadas principais (CAP) entre as estruturas das comunidades de diazotróficos 

e as características bioquímicas de solos cultivados com milho (variedade comercial 1058) submetidos a diferentes 

dosagens de substratos. As variáveis redundantes foram removidas gerando modelos simplificados para realização 

da ANOVA multivariada com base na estatística do “pseudo-F”, apenas os vetores com asterisco foram 

significativos (ρ < 0,05) 

 

A análise de heatmap (Figura 9) revelou correlações lineares significativas (P ≤ 0,05) 

que foram detectadas entre as variáveis, principalmente as positivas entre o carbono orgânico 

total (COT) e o maior número de variáveis, sendo assim correlacionado com C, P, pH, H+Al, 

Mg, Ca, RBS, Al e Na do solo. O Mg e Al se correlacionaram com as mesmas variáveis no 

solo. A única correlação negativa foi observada entre o carbono da biomassa microbiana e a 

respiração basal no solo.  
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Figura 9. Análise de heatmap mostrando correlações entre as variáveis analisadas nos solos cultivados com milho 

(variedade comercial 1058). Os polígonos com asteriscos (*) e traços (-) evidenciam, respectivamente, as 

correlações positivas e negativas significativas (ρ < 0.05) com módulos maiores do que 0.7, de acordo com a 

estatística baseada no coeficiente de correlação produto-momento de Pearson (r) seguindo a distribuição t 

 

4.6 Impacto do biochar provenientes de resíduos de café sobre os atributos 

químicos de um Neossolo Regolítico cultivado com feijão 

 

Após a adição de ambos os biochars ao solo o pH foi superior nos solos tratados com 

CC, levando em consideração todas as doses. Entretanto, de modo geral, os biochars diferiram 

(P ≤ 0,05) dos solos tratados com esterco (5,30) apresentando valores de pH superior (5,74). A 

relação C:N foi superior nos solos que receberam 4 t ha-1 de CC (22,94) diferindo 

significativamente do controle (1,58) e da mesma dose de BC (5,35).  

Assim como, no experimento com milho, os teores mais elevados de sódio foram 

observados nos solos que receberam a adição de ambos os biochars (0,15 Cmolc kg-1) quando 

comparado aos solos tratados com esterco (0,09 Cmolc kg-1). Mas a adição da dose 4 t ha-1, 

apresentou diferença estatística significativa, sendo BC (0,15 Cmolc kg-1) superior a CC (0,09 

Cmolc kg-1). A incorporação de biochar aos solos aumentou o teor de potássio, levando em 

consideração todas as doses do produto, os solos que receberam CC apresentaram teor do 

respectivo elemento superior (0,50 Cmolc kg-1) a BC (0,30 Cmolc kg-1). Ambos os biochars 
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apresentaram teor de K+ superior aos solos com adição de esterco (0,14 Cmolc kg-1). Mas apenas 

os solos com CC (0,50 Cmolc kg-1) apresentaram diferença estatística.  

O teor de fósforo nos solos apresentou diferença significativa entre os que receberam 

esterco (2,34 mg kg-1) e biochars (4,42 mg kg-1), que contém maior teor de P. Em relação a 

acidez trocável e magnésio, as doses e tratamentos não exerceram influência sobre esses 

elementos nos solos, e por isso não foi observada nenhuma diferença estatística. Quanto ao 

cálcio, apenas as doses 8 t ha-1 e 16 t ha-1 do biochar apresentaram diferença estatística, sendo 

CC (0,73 e 0,75 Cmolc kg-1) superior a BC (0,66 e 0,62 Cmolc kg-1) nas doses em questão, 

respectivamente. 

O alumínio encontrado nos solos não apresentou interação entre as variáveis e por isso 

foram feitas comparações entre os tratamentos gerais BC (0.3) e CC (0.5). O teste de Dunnett 

também permitiu observar que o solo com esterco (0,22 Cmolc kg-1) foi igual ao com BC (0,19 

Cmolc kg-1) e diferente (superior) ao com CC (0,15 Cmolc kg-1). Diferente do experimento com 

milho, após adição de biochar aos solos sob cultivo de feijão, o carbono orgânico total não foi 

influenciado por nenhum dos tratamentos e suas respectivas doses. 
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Tabela 7. Atributos químicos de um Neossolo Regolítico que recebeu diferentes doses de 

biochar provenientes de borra de café (BC) e casca de café (CC) e cultivado com feijão 

(variedade BRS estilo) 

 
(Continua) 

 

 

 

 

 

7.pH

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 5,41 5,47 5,79 5,56 b f(x) = 5.56 ns

CC 5,60 5,84 6,36 5,93 a f(x) = 5.93 ns

Med. 5,51 5,65 6,08 5,74 A f(x) = 0.048x + 5.3 0,99

E = 5,30 B

3.C:N

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 5,35 b 8,89 3,73 5,99 f(x) = 5.99 ns

CC 22,94 a 2,69 3,69 9,78 f(x) = -1.3x + 22.4 0,52

Med. 14,14 5,79 3,71 7,88

S = 1,58 E = 4,88

8.Na (Cmolc kg-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 0,15 a 0,12 0,19 0,15 f(x) = 0.0044x + 0.113 0,54

CC 0,09 b 0,16 0,16 0,14 f(x) = 0.0052x + 0.092 0,57

Med. 0,12 0,14 0,18 0,15 A

E = 0,09 B

9.K (Cmolc kg-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 0,20 0,29 0,40 0,30 Bb f(x) = 0.016x + 0.15 0,98

CC 0,30 0,42 0,79 0,50 Aa f(x) = 0.041x + 0.11 0,99

Med. 0,25 0,36 0,59 0,40

E = 0,14 B

10.P (mg kg-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 3,94 4,77 4,50 4,40 f(x) = 4.40 ns

CC 3,74 4,04 5,54 4,44 f(x) = 4.44 ns

Med. 3,84 4,40 5,02 4,42 A f(x) = 0.095x +3.53 0,97

E = 2,34 B

11.H+Al

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 3,88 3,49 3,91 3,76 f(x) = 3.76 ns

CC 3,82 3,49 3,49 3,60 f(x) = 3.60 ns

Med. 3,85 3,49 3,70 3,68

E = 3,82

12.Ca (Cmolc kg-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 0,66 0,66 b 0,62 b 0,65 f(x) = 0.65 ns

CC 0,65 0,73 a 0,75 a 0,71 f(x) = 0.0074x + 0.64 0,76

Med. 0,65 0,69 0,69 0,68

E = 0,66
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Tabela 7. Atributos químicos de um Neossolo Regolítico que recebeu diferentes doses de 

biochar provenientes de borra de café (BC) e casca de café (CC) e cultivado com feijão 

(variedade BRS estilo) 
(Conclusão) 

 

 
Para dados não normais, o método que substituiu o teste F (ANOVA) foi o Scheirer-Ray-Hare 

e a comparação múltipla entre as variáveis foi feita pelo teste de Dunnett, ambos ao nível de 

5% de significância  

 

4.7 Impacto do biochar provenientes de resíduos de café sobre os atributos 

microbianos de um Neossolo Regolítico cultivado com feijão 

 

A adição do biochar permitiu uma maior quantidade de CBM nas doses 4 t ha-1 (303,21 

µg g-1 solo-1) e 8 t ha-1 (226,35 µg g-1 solo-1) do CC e no tratamento com esterco (186,38 µg g-

1 solo-1), apresentando diferença estatística (superior) em relação ao controle absoluto (65,48 

µg g-1 solo-1). A maior dose dos biochars testada, 16 t ha-1, apresentou diferenças entre si, onde 

o CBM no solo com BC (222,95 µg g-1 solo-1) foi superior ao solo com CC (76,41 µg g-1 solo-

1) CBM (Tabela 8).  

O Nmic foi maior no tratamento que recebeu apenas esterco (94,14 µg g-1 solo-1), 

mostrando-se estatisticamente diferente dos solos que receberam os dois tipos de biochar (45,86 

µg g-1 solo-1). Tanto no experimento com milho quanto com feijão, o Pmic foi superior no solo 

controle. 

Os solos que receberam o biochar CC apresentaram maiores valores de RBS em todas 

as doses e na maior dose de BC, sendo superior à respiração encontrada no tratamento controle 

absoluto (13,93 mg.C-CO2.kg-1.dia-1). A RBS dos solos que receberam 4 t ha-1 e 8 t ha-1 do CC 

(25,42 e 25,81 mg.C-CO2.kg-1.dia-1) foram superiores a mesma dose do solo com BC (19,69 e 

13.Mg (Cmolc kg-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 1,06 1,06 1,03 1,05 f(x) = 1.05 ns

CC 0,99 0,99 1,08 1,02 f(x) = 1.02 ns

Med. 1,03 1,02 1,05 1,03

E = 1,04

14.Al (Cmolc kg-1) (SRH - Não normal!)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 0,22 0,20 0,16 0,19 aA f(x) = -0.0055x + 0.24 0,99

CC 0,15 0,15 0,14 0,15 bB f(x) = 0.15 ns

Med. 0,19 0,18 0,15 0,17

E = 0,22 A

 18.COT (g kg-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 12,77 12,97 13,01 12,92 f(x) = 12.92 ns

CC 11,88 10,93 13,42 12,08 f(x) = 12.08 ns

Med. 12,33 11,95 13,21 12,50

E = 11,87
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14,98 mg.C-CO2.kg-1.dia-1). O qCO2 calculado nos solos com adição de BC (11,73 mg.C-CO2.g
-

1 C-mic.dia-1) diferiu estatisticamente do solo controle (35,59 mg.C-CO2.g
-1 C-mic.dia-1), que 

apresentou maior quociente metabólico.  

 

Tabela 8. Carbono, nitrogênio e fósforo da biomassa microbiana (CBM, Nmic, Pmic), respiração 

basal do solo, (RBS) e quociente metabólico (qCO2) de um Neossolo Regolítico que recebeu 

diferentes doses de biochar provenientes de borra de café (BC) e casca de café (CC) e cultivado 

com feijão (variedade BRS estilo) 

 

 
Para dados não normais, o método que substituem o teste F (ANOVA) foi o Scheirer-Ray-

Hare e a comparação múltipla entre as variáveis foi feita pelo teste de Dunnett, ambos ao 

nível de 5% de significância 

 

 

 

 

 

1.CBM (µg g-1 solo-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 201,00 160,75 222,95 a 194,90 f(x) = 194.9 ns

CC 303,21 226,35 76,41 b 201,99 f(x) = -18.9x + 378.2 0,99

Med. 252,11 193,55 149,68 198,44

S = 65,48 E = 186,38

2.Nmic (µg g-1 solo-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 40,85 30,74 68,04 46,54 f(x) = 46.54 ns

CC 13,28 91,94 30,33 45,18 f(x) = 45.18 ns

Med. 27,06 61,34 49,18 45,86 B

S = 50,25 E = 94,14 A

4.Pmic (µg g-1 solo-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 5,02 3,07 1,52 3,20 f(x) = 3.20 ns

CC 2,87 2,82 2,75 2,81 f(x) = 2.81 ns

Med. 3,95 2,94 2,14 3,01

S = 10,88 E = 3,21

5.RBS (mg.C-CO2.kg-1.dia-1)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 19,69 b 14,98 b 34,03 22,90 f(x) = 1.36x + 10.17 0,70

CC 25,42 a 25,81 a 29,11 26,78 f(x) = 26.78 ns

Med. 22,55 20,40 31,57 24,84

S = 13,93 E = 26,04

6.qCO2 (mg.C-CO2.g-1 C-mic.dia-1) (SRH - Não normal!)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 7,97 9,71 17,51 11,73 f(x) = 0.82x + 4.1 0,97

CC 8,62 11,41 33,19 17,74 f(x) = 2.14x - 2.27 0,94

Med. 8,29 10,56 25,35 14,74

S = 38,59 E = 14,42
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4.8 Impacto do biochar provenientes de resíduos de café sobre a abundância de 

bactérias totais, diazotróficas e fungos totais de um Neossolo Regolítico cultivado com 

feijão 

 

A adição de biochar aos solos não exerceu influência sobre a abundância dos genes 16S 

rRNA, 18S rRNA e nifH, avaliados no presente trabalho. Desta forma nenhum dos tratamentos, 

incluindo o solo controle e tratado com esterco, apresentaram diferença estatística entre si. Mas 

é possível perceber que para o gene 16S rRNA e 18S rRNA, os solos controle e com adição de 

esterco apresentaram o maior número de cópias dos genes em questão. Em relação ao gene nifH 

os solos controle e com esterco também apresentaram o maior número de cópias, sendo inferior 

apenas a dose 16 t ha-1 de BC. 

 

Tabela 9. Análise de variância da abundância de genes em solo cultivado com plântulas de 

feijão (variedade BRS estilo) 

 
 Para dados não normais, o método que substituem o teste F (ANOVA) foi o Scheirer-Ray-

Hare e a comparação múltipla entre as variáveis foi feita pelo teste de Dunnett, ambos ao nível 

de 5% de significância 

 

 

 

 

 

 15.Log. nº de cópias do gene 16S (SRH - Não normal!)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 8,56 8,60 8,58 8,58 f(x) = 8.58 ns

CC 8,77 9,22 7,97 8,65 f(x) = 8.65 ns

Med. 8,66 8,91 8,28 8,62

S = 9,04 E = 9,41

 16.Log. nº de cópias do gene 18S (SRH - Não normal!)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 6,98 7,26 6,89 7,04 f(x) = 7.04 ns

CC 7,26 7,19 6,68 7,05 f(x) = 7.05 ns

Med. 7,12 7,23 6,78 7,04 f(x) = -0.031x + 7.34 0,70

S = 7,82 E = 7,58

 17.Log. nº de cópias do gene nifH (SRH - Não normal!)

4 t ha
-1

8 t ha
-1

16 t ha
-1 Med. Modelo (x em t ha

-1
) R

2

BC 4,92 5,69 6,80 5,80 f(x) = 5.8 ns

CC 5,38 5,76 5,07 5,40 f(x) = 5.4 ns

Med. 5,15 5,72 5,93 5,60

S = 6,65 E = 6,24
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4.9 Distribuição dos tratamentos levando em consideração a estrutura das 

comunidades microbianas em solos cultivados com feijão sob aplicação de doses 

crescentes de biochar 

 

-Bactérias totais  

 

O perfil da comunidade de bactérias totais apresentou nível de estresse de 0,08, 

indicando que houve a formação de grupos bem separados (Figura 10). A partir da análise de 

NMDS observou-se que os tratamentos se agruparam da mesma forma que no experimento com 

milho, sendo, portanto, essa separação do gene 16S rRNA independente da cultura teste e muito 

sensível ao biochar e doses aplicadas. 

A ANOSIM (Apêndice D) foi aplicada para complementar a NMDS apresentando R 

global de 0,494, indicando que houve uma separação com sobreposição e grupos claramente 

diferenciados entre os tratamentos. Desta forma, os resultados mostraram a formação de grupos 

bem separados na maioria dos tratamentos: solo, solo+esterco; solo, dose 4t BC; solo+esterco, 

dose 16t BC; solo+esterco, dose 4t CC; solo+esterco, dose 8t CC; dose 4t BC, dose 4t CC; dose 

4t BC, dose 8t CC; dose 8t BC, dose 16t BC; dose 8t BC, dose 4t CC; dose 8t BC, dose 8t CC. 

Em relação aos demais tratamentos houve a formação de grupos pouco separados e grupos com 

sobreposição, mas claramente diferenciados. 

 

-Fungos totais 

 

Para o gene 18S rRNA correspondente a comunidade de fungos totais, o nível de 

estresse aplicado foi de 0,13, o que indicou uma boa separação, mas com sobreposição entre os 

grupos formados. A NMDS (Figura 11) mostrou que, embora os grupos não tenham separado 

bem, devido a sobreposição, é possível perceber que as menores doses de biochar agrupam-se 

com o solo de referência e as maiores com o solo+esterco.  

O teste de Pairwise (Apêndice E) apresentou R global de 0,429 mostrando que a 

interação entre os tratamentos promoveu a formação de grupos com sobreposição, mas 

claramente diferenciados e grupos pouco separados na maior parte das amostras, sendo apenas 

oito grupos considerados bem separados (solo, dose 16t BC; solo, dose 16t CC; solo+esterco, 

dose 16t BC; solo+esterco, dose 16t CC; dose 4t BC, dose 16t CC; dose 8t BC, dose 16t BC; 

dose 8t BC, dose 4t CC; dose 8t BC, dose 16t CC) dentro do mesmo experimento. 
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- Diazotróficos 

 

A comunidade de diazotróficos foi avaliada a partir do gene nifH e assim como no 

experimento com milho, apresentou nível de estresse de 0,1, o que indica uma representação 

bidimensional válida e ideal para formação de grupos bem separados e distintos. A análise de 

NMDS (Figura 12) mostrou o mesmo comportamento das amostras em relação ao experimento 

do milho, revelando que não houve influência das culturas utilizadas como teste na estrutura da 

comunidade de diazotróficos. 

Para complementar a NMDS o teste de Pairwise (Apêndice F) foi aplicado mostrando 

um R global de 0,731 e a formação de grupos bem separados na maioria dos tratamentos, sendo 

oito com sobreposição, mas claramente distintos (solo, dose 4t BC; solo+esterco, dose 4t BC; 

dose 4t BC, dose 8t BC; dose 4t BC, dose 8t CC; dose 16t BC, dose 8t CC; dose 16t BC, dose 

16t CC; dose 4t CC, dose 8t CC; dose 8t CC, dose 16t CC) e apenas três considerado pouco 

separado (solo, solo+esterco; dose 8t BC, dose 8t CC; dose 16t BC, dose 4t CC). 

 

 

Figura 10. Escala multidimensional (NMDS) dos perfis de bactérias totais, obtida após DGGE, de um Neossolo 

Regolítico que recebeu diferentes doses de biochar provenientes de borra de café (BC) e casca de café (CC) e 

cultivado com feijão (variedade BRS estilo) 
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Figura 11. Escala multidimensional (NMDS) dos perfis de Fungos totais, obtida após DGGE, de um Neossolo 

Regolítico que recebeu diferentes doses de biochar provenientes de borra de café (BC) e casca de café (CC) e 

cultivado com feijão (variedade BRS estilo) 

 

 

 

Figura 12. Escala multidimensional (NMDS) dos perfis de diazotróficos, obtida após DGGE, de um Neossolo 

Regolítico que recebeu diferentes doses de biochar provenientes de borra de café (BC) e casca de café (CC) e 

cultivado com feijão (variedade BRS estilo) 
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4.10 Análise canônica de coordenadas principais (CAP), HeatMap, correlação 

entre os atributos químicos do solo e as comunidades microbianas em solos tratados com 

biochar de café sob cultivado de feijão 

 

A análise canônica de coordenadas principais (Figura 13) explicou 52 % da variação 

total dos vetores (variáveis) não sobrepostos e correlacionados a matriz de distância do DGGE 

para o gene 16S rRNA. Essa análise demonstrou um forte distanciamento entre estrutura das 

comunidades bacterianas de solos com 16 t ha-1 de biochar e os demais tratamentos, 

independentemente do tipo. Na dose maior, o biochar demonstrou forte influência sobre as 

comunidades bacterianas em solos cultivados com feijão, principalmente devido aos 

incrementos nos teores de Na+, K+ e do qCO2. Neste caso, essas variáveis se correlacionaram 

negativamente com o número de cópias do gene 16S rRNA, sendo a variável mais significativa 

detectada pela CAP. O gene 16S rRNA foi mais detectado em solos com esterco e biochar de 

casca de café até 8 t ha-1, sendo as condições mais favoráveis também para o crescimento de 

organismos mais dependentes de Norg. A comunidade bacteriana dos solos controle (sem 

biochar) mostrou maior correlação com o número de cópias do gene nifH e com a respiração 

basal microbiana (RBS), ambos se distanciando dos teores de Al+3 do solo. Esse elemento 

também se destacou por sua relação próxima com as comunidades bacterianas de solos tratados 

com biochar de borra de café até as 8 t ha-1. 

Já o para o gene 18S rRNA a análise canônica de coordenadas principais (Figura 14) 

explicou 78 % da variação total dos vetores (variáveis) não sobrepostos e correlacionados a 

matriz de distância do DGGE. As comunidades fúngicas dos solos com biochars de casca e 

borra de café se distanciaram entre si, apresentando poucas sobreposições, e se afastaram 

também dos tratamentos controle e do solo com esterco. Estes dois últimos tratamentos foram 

mais favoráveis ao número de cópias dos genes 18S rRNA e ao qCO2, variáveis menos 

expressas pelas comunidades fúngicas em solos tratados com borra de café, independentemente 

da dosagem. Os solos com biochar de casca de café com 8 t ha-1 e, principalmente, 4 t ha-1 

demonstram comunidades de fungos significativamente associadas com uma maior relação 

C:N. Embora menos intenso, porém também significativo, os teores de Nmic demostraram uma 

maior aproximação com as comunidades de fungos crescidas no solo cultivado com feijão 

tratado com 4 t ha-1 de CC. 

Em relação ao gene nifH, a análise canônica de coordenadas principais (Figura 15) 

explicou 67 % da variação dos vetores (variáveis) não sobrepostos e correlacionados a matriz 

de distância do DGGE. Neste caso, o número de cópias do gene nifH não foi uma variável 
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relevante para a construção do um modelo multivariado explicativo da mudança das 

comunidades microbianas que expressam esse gene no solo. Desta forma, de todas as variáveis 

estudadas apenas quatro foram necessárias para explicar a não expressão gênica na estrutura da 

comunidade de diazotróficos. O gene 16S rRNA, teve uma forte influência na estruturação 

dessas comunidades, onde o solo controle, o tratamento com esterco e as menores doses do 

biochar da casca correlacionaram-se com o respectivo gene, mostrando que bactérias são as 

principais representantes dos organismos possuidores do gene nifH nos solos estudados. As 

maiores doses dos biochars correlacionaram-se com a RBS e Na+, enquanto as menores doses 

do biochar da borra de café correlacionaram-se com o alumínio. 

 

 

Figura 13 Análise canônica de coordenadas principais (CAP) entre as estruturas das comunidades bacterianas e 

as características bioquímicas de solos cultivados com feijão (variedade BRS estilo) submetidos a diferentes 

dosagen de substratos. As variáveis redundantes foram removidas gerando modelos simplificados para realização 

da ANOVA multivariada com base na estatística do “pseudo-F”, apenas os vetores com asterisco foram 

significativos (ρ < 0,05) 
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Figura 14. Análise canônica de coordenadas principais (CAP) entre as estruturas das comunidades fúngicas (B) e 

as características bioquímicas de solos cultivados com feijão (variedade BRS estilo) submetidos a diferentes 

dosagen de substratos. As variáveis redundantes foram removidas gerando modelos simplificados para realização 

da ANOVA multivariada com base na estatística do “pseudo-F”, apenas os vetores com asterisco foram 

significativos (ρ < 0,05) 
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Figura 15. Análise canônica de coordenadas principais (CAP) entre as estruturas das comunidades diazotróficas 

e as características bioquímicas de solos cultivados com feijão (variedade BRS estilo) submetidos a diferentes 

dosagen de substratos. As variáveis redundantes foram removidas gerando modelos simplificados para realização 

da ANOVA multivariada com base na estatística do “pseudo-F”, apenas os vetores com asterisco foram 

significativos (ρ < 0,05) 

 

A análise de heatmap (Figura 16) evidenciou correlações lineares significativas (ρ < 

0.05) que foram detectadas entre as variáveis, principalmente as positivas entre C, pH, Ca, Mg 

e H+Al que se correlacionaram com o maior número de variáveis (Al, H+Al, Mg, Ca, pH, C, P 

e Na) do solo. Os resultados mostraram que a diminuição do Pmic foi acompanhada pelo 

aumento de alguns atributos químicos do solo, como pH, C, P, Ca, Mg, H+Al, pois apresentou 

correlação negativa com todos esses atributos químicos.
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Figura 16. Análise de heatmap mostrando correlações entre as variáveis analisadas nos solos cultivados com feijão 

(variedade BRS estilo). Os polígonos com asteriscos (*) e traços (-) evidenciam, respectivamente, as correlações 

positivas e negativas significativas (ρ < 0.05) com módulos maiores do que 0.7, de acordo com a estatística baseada 

no coeficiente de correlação produto-momento de Pearson (r) seguindo a distribuição t 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1 Influência do biochar nos atributos químicos do solo 

 

A incorporação do biochar de café ao solo promoveu um aumento significativo no pH 

e atributos químicos do solo. Isso pode ser explicado pela temperatura utilizada na pirólise, que 

é considerada um fator determinante para o aumento do pH do solo. O aumento da CTC dos 

solos em ambos os experimentos, pode ser relacionado a elevada área de superfície específica 

dos biochars, isso porque a superfície específica do biochar da casca de café e da borra de café 

são 244 m2g-1 e 23,5 m2 g-1, respectivamente. O fato do biocarvão elevar o pH do solo justifica 

os baixos valores de alumínio, encontrados tanto nos solos cultivados com milho quando com 

feijão, evitando a toxicidade provocada pela presença desse elemento em elevadas quantidades 

no solo (PENG et al., 2011; ZWIETEN et al., 2010). Além disso, os altos teores dos elementos 

químicos determinados nos biochars antes da implantação dos experimentos, comprovam que, 

após os solos receberem as doses de biochar, o produto serve como fonte para os micro-

organismos presentes no solo facilitando assim a ciclagem e solubilização de nutrientes (LIU 

et al., 2017). 

Após a adição dos biochars de café, a fertilidade dos solos melhorou com aumento 

significativo dos principais cátions e nutrientes (Ca+2, K+, Na+, C, N, P, C:N). De acordo com 

Uzoma et al. (2011) e Lima et al. (2018) os solos tratados com biochar apresentam melhora nos 

teores de C, P e relação C:N, tendo seu teor de N reduzido. A relação C:N apresentou valores 

superiores em ambos os experimentos, assim como o carbono no experimento com milho.  

Esses aumentos podem ser justificados pela adição do biochar de café, levando em consideração 

a temperatura de pirólise, tipo de matéria prima utilizada na produção e elevado conteúdo de 

carbono existente no produto pirolisado, que neste caso foi de 68,81% no biochar BC e 67,11% 

no biochar CC, demostrando assim, que ambos os biochars são uma excelente fonte de carbono 

(LIMA et al., 2018; SUN et al., 2014; WU et al., 2012).  

No presente trabalho, o biochar afetou as propriedades químicas do solo em ambos os 

experimentos, mas não exerceu influência sobre o conteúdo de magnésio. Apenas no 

experimento com feijão, após a incorporação das doses 8 t ha-1 e 16 t ha-1, houve um aumento 

significativo no teor de cálcio, influenciado pela adição do biochar da casca de café, 

corroborando com Laird et al. (2010) que em seu experimento utilizou biochar de madeira em 
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doses crescentes e esterco verificando que as propriedades químicas e fertilidade do solo foram 

melhoradas, mas o teor de magnésio não foi influenciado pelo biocarvão. 

 

5.2 Efeitos da aplicação de biochar ao solo na biomassa microbiana 

 

O solo é considerado o habitat de inúmeros de micro-organismos que desempenham 

diferentes funções contribuindo para o funcionamento dos ecossistemas e tem a capacidade de 

adaptar-se facilmente as condições do ambiente, através de mecanismos desenvolvidos ao logo 

do tempo e interações com outros organismos (NUNAN, 2017). Entretanto, ao adicionar 

biochar aos solos, ocorrem mudanças em suas propriedades físicas e químicas que refletem na 

dinâmica das comunidades microbianas (LIU et al., 2017).  

Nos experimentos com milho e feijão do presente trabalho, houve um aumento no 

carbono da biomassa microbiana e redução do quociente metabólico, sendo consistente com o 

relato de Zhou et al. (2017), que em uma meta-análise utilizou dados de diferentes trabalhos 

com adição de biochar levando em consideração tipo de resíduo, temperatura de pirólise, tipo 

e condições do solo utilizado nos experimentos. E a partir disso pôde concluir que os solos 

tratados com biochar apresentaram maiores teores de CBM, enquanto o qCO2 foi reduzido. Esse 

relato reafirma a importância do biochar para o carbono no solo e atividade microbiana. 

Zheng et al. (2016), em seu estudo com aplicação de biochar da palha de trigo em duas 

doses (20 e 40t ha-1) no cultivo de arroz também relataram um aumento no CBM após a adição 

de biochar ao solo em suas maiores doses, em comparação ao controle e um decréscimo no 

quociente metabólico (qCO2), esses dados ajustam-se com o presente trabalho. Além disso, a 

adição de biochar promove um aumento na relação C:N favorecendo o aumento do CBM 

(AMELOOT et al., 2014), assim como ocorreu no experimento com milho e feijão após a 

incorporação do biochar de café. 

A incorporação de biochar da casca de café na menor dose (4 t ha-1) nos experimentos 

com milho e feijão contribuiu para o aumento do CBM e relação C:N e a maior dose (16 t ha-1) 

reduziu o teor dessas variáveis, assim como, o Nmic no experimento com milho não foi 

influenciado por nenhum dos tratamentos.  Esses resultados corroboram com o estudo realizado 

por Dempster et al. (2012), que avaliaram a influência da incorporação de biochar na atividade 

microbiana de solos arenosos. Enquanto isso, o nitrogênio da biomassa não apresentou 

alterações após a incorporação do biocarvão ao solo. Essas variações na biomassa microbiana 

podem ser explicadas pelo tipo de solo utilizado no experimento, tipo e taxa de aplicação do 

biochar (ZHANG et al., 2014; ZHU et al., 2017).  
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Os ciclos biogeoquímicos são bastante influenciados pela biota do solo, desta forma, a 

adição de biochar em diferentes ambientes afeta a ciclagem de nutrientes através das 

modificações que o produto pirolisado causa no solo. Dentre essas modificações, pH, umidade 

e teor de nutrientes presente no substrato são as mais evidentes (GUL; WHALEN, 2015; 

NGUYEN et al., 2017). Em ambos os experimentos, a adição do biochar de café mostrou-se 

mais eficiente na disponibilidade de nutrientes quando comparado aos solos tratados apenas 

com esterco, isso pode ser justificado pelo pH (5,02 – 6,36) que variou dentro da faixa 

considerada como ótima para a disponibilidade, principalmente, dos macronutrientes. No 

presente estudo, foram utilizados dois tipos diferentes de matéria prima, a borra, que já passou 

por um processo industrial de produção e de utilização para a produção do café, e a casca de 

café que é um resíduo inicial na produção do café e que não passa por tantos processos como o 

outro, o que explica tal variação na eficiência e disponibilidade de nutrientes. Uma vez que, em 

ambos os experimentos, os solos tratados com biochar da casca de café, apresentaram maior 

influência no aumento do teor de nutrientes. De acordo com Ronsse et al. (2013) a incorporação 

de biochar produzido a partir de diferentes resíduos apresentou variações no pH do solo, 

apoiando os resultados do presente trabalho, tendo em vista que os biochars foram produzidos 

a partir de diferentes fontes apresentando também variação no pH do solo 45 dias após a 

aplicação dos biochars nos solos cultivados com milho e feijão. 

A incorporação de biochar ao solo facilita a mineralização de nutrientes como 

nitrogênio, carbono e fósforo (CASTALDI et al., 2011). O tamanho das partículas do biocarvão 

influenciam na mineralização do produto, onde partículas mais finas são mineralizadas mais 

rapidamente do que as partículas grossas. Os biochars produzidos a partir de matéria-prima rica 

em lignina e compostos complexos tendem a ser de difícil mineralização. O biochar da casca 

do café, provavelmente, tem um teor mais elevado de lignina uma vez que não foi processado 

como a borra de café. Embora a borra seja uma fonte de ataque mais rápido para os micro-

organismos, a casca pode ser considerada uma fonte mais eficiente na mineralização de 

nutrientes ao longo do tempo. Além disso, quanto mais elevada a temperatura de pirólise do 

biochar, menor é a quantidade de elementos prontamente disponíveis (AMELOOT et al., 2013). 

Os biochars obtidos através da pirólise lenta de resíduos de café, foram feitos numa temperatura 

de 530 ºC, considerada intermediária (LIMA et al., 2018). No experimento de Ronsse et al. 

(2013), ao utilizar diferentes tipos de matéria prima (madeira, palha de trigo e algas secas) e 

realizar a pirólise do biochar entre 300-750 ºC, observou mudanças nos valores de pH de acordo 

com o tipo de resíduo utilizado para produção do biochar e temperatura de conversão 
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termoquímica, reafirmando a hipótese de que a temperatura de pirólise é um forte fator 

influenciador das mudanças na quantidade de elementos prontamente disponíveis. 

Neste sentido, o Pmic no solo também pode atuar como fonte e dreno de P, 

disponibilizando o nutriente para as plantas. O aumento do Pmic pode ser relacionado as 

propriedades do biochar que após ser incorporado ao solo melhoram o ambiente para a 

colonização de micro-organismos (ZHAI et al., 2015). No entanto, para os experimentos com 

milho e feijão houve um aumento no teor de fósforo disponível, sendo o fósforo da biomassa 

microbiana reduzido pela adição de biochar em ambos os experimentos. 

Após a incorporação de biochar ao solo, trabalhos tem relatado um aumento na liberação 

de C na forma de CO2 e isso pode variar de acordo com a matéria-prima utilizada na sua 

produção, com a porosidade e área de superfície específica (BRUUN et al., 2014; CZEKAŁA 

et al., 2016; SIGUA et al., 2014). Nos biochars utilizados nos experimentos, a área de superfície 

específica foi estudada por Lima et al. (2018) que mostraram que o biochar BC tinha uma área 

de superfície específica de 23,5 m² g-1 e o CC de 244 m² g-1. Levando em consideração a 

influência da porosidade do biochar na atividade microbiana, um estudo realizado por Dempster 

et al. (2012) em um solo arenoso, mostrou que o biocarvão não exerceu influência sobre a 

respiração basal do solo, esses dados contrastam com o presente trabalho, uma vez que após a 

adição de biochar da borra de café, a RBS foi superior no experimento com milho.   

Belyaeva e Haynes (2012) em um experimento utilizando diferentes fontes de matéria 

orgânica, como por exemplo, esterco e biochar constatou que o carbono e o nitrogênio da 

biomassa aumentaram nos tratamentos com biochar em comparação ao controle sem apresentar 

diferença estatística significativa. Enquanto o esterco mostrou-se eficiente no aumento da 

biomassa microbiana e respiração basal do solo (RBS). Além disso, o controle apresentou maior 

quociente metabólico, assim como verificado no experimento com feijão. Esse aumento na RBS 

pode ser consequência do aumento na disponibilidade de nutrientes e pH conforme verificado 

no experimento sob cultivo de milho e feijão.  

 

5.3 Impacto do biochar na estrutura e abundância das comunidades microbianas 

do solo 

 

As técnicas moleculares como PCR-DGGE e qPCR têm sido aplicadas afim de facilitar 

o acesso aos micro-organismos não cultiváveis, reduzir o tempo de espera (necessário para o 

crescimento em meio de cultura) e o entendimento de como as comunidades de Bactérias, 

Fungos e Archaeas respondem a mudanças ambientais, tais como: adição de fertilizantes 
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minerais, adição de biochar, rotação de culturas, mudanças no uso da terra, condições extremas 

etc (CENCIAN et al., 2009; FRACETTO et al., 2013; OTERO 2014; SUN et al., 2017). Os 

trabalhos têm demonstrado que, a adição de biochar ao solo favorece mudanças na estrutura das 

comunidades e aumento na abundância do número de genes de bactérias, fungos e diazotróficos, 

confirmando que a porosidade do produto serve como habitat e esconderijo para esses grupos 

de micro-organismos contra predadores (CHEN et al., 2013; HARTER et al., 2014; LU et al., 

2015; XU et al., 2016).  

A adição de biochar em diferentes doses apresenta um impacto benéfico no manejo 

agrícola do solo a partir do estímulo da fixação biológica de nitrogênio. E isso foi comprovado 

através do aumento na abundância de genes nifH no presente trabalho. Esse fato pode ser 

atribuído ao conteúdo de carbono presente no biocarvão e a relação C:N (DUCEY et al., 2013; 

HARTER et al., 2014). A abundância de genes nifH em um Neossolo Regolítico, utilizado no 

presente trabalho, sob cultivo de milho aumentou com a adição de biochar de café, mas no 

experimento com feijão a abundância do respectivo gene não foi influenciada pela adição de 

biochar. Quanto a estrutura da comunidade de diazotróficos em ambos os experimentos foi 

possível verificar a influência do tipo de biochar e doses aplicadas a partir dos grupos formados. 

Essa variação na abundância de genes pode ser devido à compostos liberados pela raiz de 

diferentes culturas, alterações no pH do solo, disponibilidade de nutrientes e capacidade de 

adesão das células microbianas, desta forma, a adição de biochar, pode beneficiar alguns tipos 

específicos de micro-organismos (LEHMANN et al., 2011). 

A adição de biochar aos solos sob cultivo de milho e feijão influenciaram as 

comunidades de bactérias totais mostrando a formação de grupos separados, agrupando-se de 

acordo com o tratamento e doses. Mas não houve influência do biocarvão sob a abundância do 

gene 16S rRNA em ambos os experimentos. Esses resultados contrastam com outros trabalhos 

(CHEN et al., 2013; DUCEY et al., 2013), que tem demostrado um aumento na abundância de 

genes bacterianos após a adição de biochar ao solo, isso porque, o biocarvão pode ser 

considerado como fonte de carbono prontamente disponível para os micro-organismos. Além 

disso, a porosidade do biochar contribui para a retenção de água, aumento da atividade de água 

e consequentemente maior atividade biológica (LI-LI; ZHE-KE; HUI-MIN, 2017; LU et al., 

2015). 

Após a incorporação de biochar ao solo, alguns trabalhos relataram que a comunidade 

de fungos não se mostrou muito afetada pela adição do produto, não houve mudança na 

estrutura da comunidade (LIN-LIN et al., 2017; CHEN et al., 2016). Chen et al. (2013) 

relataram que, após a adição de biochar ao solo, as comunidades fúngicas sofrem alterações na 
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sua estrutura, ocorrendo também um aumento na diversidade. No presente estudo, a 

incorporação de biochar não exerceu influência na abundância de genes 18S rRNA no 

experimento com feijão. Já no experimento com milho a dose 16 t ha-1 de BC apresentou maior 

número de cópias de que CC, enquanto o menor número de cópias foi observado nos solos 

tratados com esterco quando comparados ao tratamento controle. Isso pode ser explicado por 

uma comunidade pré-estabelecida no solo utilizado como referência. Em relação a estrutura das 

comunidades, mesmo havendo sobreposição no experimento com feijão é possível perceber 

uma separação de grupos de acordo com o tipo de biochar e dose. Observando os grupos 

formados após a separação dos grupos de acordo com o tipo e dose de biochar, é possível 

concluir que o biochar da casca de café exerceu maior influência sobre a estrutura das 

comunidades de fungos totais, tanto no experimento com feijão, quanto com milho. Esse fato 

pode ser justificado, levando em consideração a porosidade do produto e a composição da 

matéria-prima utilizada na produção do biochar, uma vez que os fungos têm a capacidade de 

degradar matérias mais recalcitrantes (DAI et al., 2017; GUL et al.; 2015; JINDO et al., 2012). 

Lehmann et al. (2011), demonstraram que as bactérias respondem mais rápido as 

mudanças de pH, enquanto os fungos podem se mostrar inertes, pois toleram uma ampla faixa 

de pH, não sendo afetados pelas mudanças que o biochar exerce no solo. Desta forma, o pH do 

biochar pode exercer grande influência sobre a abundância das comunidades microbianas no 

solo, confirmando os relatos do presente trabalho, em que os solos cultivados com milho e 

feijão, o pH dos biochars utilizados nos experimentos oriundo de BC foi inicialmente de 9,65 e 

o de CC foi de 10,31. Após a adição de biochar aos solos, BC (menor pH) exerceu influencia 

(aumentou) sob a abundância de dizotróficos, enquanto CC (maior pH) reduziu a abundância 

do respectivo gene no experimento com milho, tendo em vista que foi avaliado o pH do 

conjunto solo e biochar, houve o benefício dos diazotróficos por BC devido a proximidade de 

seu pH (5,27) com a faixa considerada como ótima (5,5 – 6,0) para que ocorra a fixação 

biológica de nitrogênio. 

Huang et al. (2017) demostraram que após a adição de biochar ao solo em doses 

crescentes, as comunidades microbianas mostraram-se influenciadas pela menor dose 

(aumentando a abundância de genes) e na maior dose ocorreu um decréscimo. Esse relato 

confirma que as doses de biochar aplicadas ao solo podem ser um fator determinante para a 

comunidade microbiana. Alguns compostos como hidrocarbonetos aromáticos policíclicos – 

HAPs, fenóis, benzenos, entre outros, encontrados na matéria-prima pirolisada podem 

apresentar níveis tóxicos para as comunidades microbianas, inibindo seu desenvolvimento ou 
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suprimindo suas funções. Esses compostos estão presentes principalmente em biochars onde a 

temperatura de pirólise foi considerada moderada (300 e 400 ° C) Zhu et al. (2017). 

 

6. CONCLUSÕES 

 

Os biochars derivados da borra e casca de café influenciam nos atributos químicos de 

solos arenosos cultivados com milho e feijão; 

As comunidades de fungos nos solos cultivados com milho são beneficiadas quando se 

utiliza biochar da borra de café, favorecendo a biomassa microbiana e influenciando nos 

indicativos biológicos dos Neossolos Regolíticos; 

O biochar atua na abundância dos micro-organismos presentes em solos cultivados com 

milho e feijão, sem causar possíveis estresses metabólicos, sendo ideal para os atributos 

biológicos dos Neossolos Regolíticos; 

Nos solos cultivados com feijão, os micro-organismos provavelmente utilizam 

mecanismos biológicos que independem do biochar para o metabolismo microbiano; 

O biochar de café, em solos cultivados com milho e feijão, foi capaz de estruturar as 

comunidades de bactérias totais, fungos totais e diazotróficos de acordo com suas respectivas 

doses;  

Pela análise canônica de coordenadas principais, foi possível revelar a interação entre a 

estrutura das comunidades microbianas com os nutrientes inorgânicos, relação C:N, pH e 

mudanças nas características metabólicas. 
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APÊNDICE A - Resultado do teste de Pairwise (pareamento) baseado nos perfis de amplicons 

do gene 16S rRNA em solos com doses crescentes de biochar e cultivados com milho 

(variedade comercial 1058) 

Amostras Teste Pairwise Nível de Significância 

(%) 

Solo, Solo+Esterco 

Solo, Dose 4t BC 

Solo, Dose 8t BC 

Solo, Dose 16t BC 

Solo, Dose 4t CC 

Solo, Dose 8t CC 

Solo, Dose 16t CC 

Solo+Esterco, Dose 4t BC 

Solo+Esterco, Dose 8t BC 

Solo+Esterco, Dose 16t BC 

Solo+Esterco, Dose 4t CC 

Solo+Esterco, Dose 8t CC 

Solo+Esterco, Dose 16t CC 

Dose 4t BC, Dose 8t BC 

Dose 4t BC, Dose 16t BC 

Dose 4t BC, Dose 4t CC 

Dose 4t BC, Dose 8t CC 

Dose 4t BC, Dose 16t CC 

Dose 8t BC, Dose 16t BC 

Dose 8t BC, Dose 4t CC 

Dose 8t BC, Dose 8t CC 

Dose 8t BC, Dose 16t CC 

Dose 16t BC, Dose 4t CC 

Dose 16t BC, Dose 8t CC 

Dose 16t BC, Dose 16t CC 

Dose 4t CC, Dose 8t CC 

Dose 4t CC, Dose 16t CC 

Dose 8t CC, Dose 16t CC 

0,593 

0,333 

0,315 

0,556 

0,556 

1 

0,593 

0,444 

0,074 

0,556 

0,556 

1 

0,556 

0,148 

0,556 

0,556 

1 

0,556 

0,185 

-0,037 

0,704 

0,074 

-0,148 

0,315 

-0,019 

0,185 

-0,111 

0,167 

10 

20 

20 

10 

10 

10 

10 

10 

30 

10 

10 

10 

10 

30 

10 

10 

10 

10 

 40  

60 

10 

50 

70 

10 

60 

20 

60 

20 
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APÊNDICE B -  Resultado do teste de Pairwise (pareamento) baseado nos perfis de amplicons 

do gene 18S rRNA em solos com doses crescentes de biochar e cultivados com milho 

(variedade comercial 1058) 

Amostras Teste Pairwise Nível de Significância 

(%) 

Solo+Esterco, Dose 4t BC 

Solo+Esterco, Dose 8t BC 

Solo+Esterco, Dose 16t BC 

Solo+Esterco, Dose 4t CC 

Solo+Esterco, Dose 8t CC 

Solo+Esterco, Dose 16t CC 

Solo+Esterco, Solo 

Dose 4t BC, Dose 8t BC 

Dose 4t BC, Dose 16t BC 

Dose 4t BC, Dose 4t CC 

Dose 4t BC, Dose 8t CC 

Dose 4t BC, Dose 16t CC 

Dose 4t BC, Solo 

Dose 8t BC, Dose 16t BC 

Dose 8t BC, Dose 4t CC 

Dose 8t BC, Dose 8t CC   

Dose 8t BC, Dose 16t CC 

Dose 8t BC, Solo 

Dose 16t BC, Dose 4t CC 

Dose 16t BC, Dose 8t CC 

Dose 16t BC, Dose 16t CC 

Dose 16t BC, Solo 

Dose 4t CC, Dose 8t CC 

Dose 4t CC, Dose 16t CC 

Dose 4t CC, Solo 

Dose 8t CC, Dose 16t CC 

Dose 8t CC, Solo   

Dose 16t CC, Solo 

0 

0 

1 

0,833 

1 

1 

1 

-0,037 

1 

0,889 

1 

1 

1 

0,778 

0,815 

1 

1 

1 

0,852 

1 

1 

1 

0,074 

-0,148 

1 

0,185 

1 

1 

100 

100 

10 

10 

10 

10 

10 

100 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

40 

100 

10 

40 

10 

10 
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APÊNDICE C - Resultado do teste de Pairwise (pareamento) baseado nos perfis de amplicons 

do gene nifH (Micro-organismos diazotróficos) em solos com doses crescentes de biochar e 

cultivados com milho (variedade comercial 1058) 

Amostras Teste Pairwise Nível de Significância 

(%) 

Solo, Solo+Esterco 

Solo, Dose 4t BC 

Solo, Dose 8t BC 

Solo, Dose 16t BC 

Solo, Dose 4t CC 

Solo, Dose 8t CC 

Solo, Dose 16t CC 

Solo+Esterco, Dose 4t BC 

Solo+Esterco, Dose 8t BC 

Solo+Esterco, Dose 16t BC 

Solo+Esterco, Dose 4t CC 

Solo+Esterco, Dose 8t CC 

Solo+Esterco, Dose 16t CC 

Dose 4t BC, Dose 8t BC 

Dose 4t BC, Dose 16t BC 

Dose 4t BC, Dose 4t CC 

Dose 4t BC, Dose 8t CC 

Dose 4t BC, Dose 16t CC 

Dose 8t BC, Dose 16t BC 

Dose 8t BC, Dose 4t CC 

Dose 8t BC, Dose 8t CC 

Dose 8t BC, Dose 16t CC 

Dose 16t BC, Dose 4t CC 

Dose 16t BC, Dose 8t CC 

Dose 16t BC, Dose 16t CC 

Dose 4t CC, Dose 8t CC 

Dose 4t CC, Dose 16t CC 

Dose 8t CC, Dose 16t CC 

0,889 

0,667 

0,722 

1 

0,926 

1 

0,852 

0,593 

0,519 

1 

0,722 

0,963 

0,796 

-0,093 

1 

0,889 

1 

0,778 

1 

0,889 

1 

0,778 

0,519 

1 

0,87 

0,556 

0,481 

0,241 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

100 

10 

10 

10 

10 

 10  

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

40 
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APÊNDICE D -  Resultado do teste de Pairwise (pareamento) baseado nos perfis de amplicons 

do gene 16S rRNA em solos com doses crescentes de biochar e cultivados com feijão (variedade 

BRS estilo) 

Amostras  Teste Pairwise Nível de Significância (%) 

Solo, Solo+Esterco 

Solo, Dose 4t BC 

Solo, Dose 8t BC 

Solo, Dose 16t BC 

Solo, Dose 4t CC 

Solo, Dose 8t CC 

Solo, Dose 16t CC 

Solo+Esterco, Dose 4t BC 

Solo+Esterco, Dose 8t BC 

Solo+Esterco, Dose 16t BC 

Solo+Esterco, Dose 4t CC 

Solo+Esterco, Dose 8t CC 

Solo+Esterco, Dose 16t CC 

Dose 4t BC, Dose 8t BC 

Dose 4t BC, Dose 16t BC 

Dose 4t BC, Dose 4t CC 

Dose 4t BC, Dose 8t CC 

Dose 4t BC, Dose 16t CC 

Dose 8t BC, Dose 16t BC 

Dose 8t BC, Dose 4t CC 

Dose 8t BC, Dose 8t CC 

Dose 8t BC, Dose 16t CC 

Dose 16t BC, Dose 4t CC 

Dose 16t BC, Dose 8t CC 

Dose 16t BC, Dose 16t CC 

Dose 4t CC, Dose 8t CC 

Dose 4t CC, Dose 16t CC 

Dose 8t CC, Dose 16t CC 

1 

0,75 

0 

0,5 

0,5 

0,5 

0 

0 

0,625 

0,75 

1 

1 

0,5 

0,625 

0,5 

1 

1 

0,5 

1 

1 

1 

0,25 

0,375 

0,25 

0,25 

0 

0 

0 

33,3 

33,3 

66,7 

33,3 

33,3 

33,3 

100 

100 

33,3 

33,3 

33,3 

33,3 

33,3 

33,3 

33,3 

33,3 

33,3 

33,3 

33,3 

33,3 

33,3 

66,7 

33,3 

33,3 

66,7 

100 

100 

100 
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APÊNDICE E - Resultado do teste de Pairwise (pareamento) baseado nos perfis de amplicons 

do gene 18S rRNA em solos com doses crescentes de biochar e cultivados com feijão (variedade 

BRS estilo) 

Amostras Teste Pairwise Nível de Significância (%) 

Solo, Solo+Esterco 

Solo, Dose 4t BC 

Solo, Dose 8t BC 

Solo, Dose 16t BC 

Solo, Dose 4t CC 

Solo, Dose 8t CC 

Solo, Dose 16t CC 

Solo+Esterco, Dose 4t BC 

Solo+Esterco, Dose 8t BC 

Solo+Esterco, Dose 16t BC 

Solo+Esterco, Dose 4t CC 

Solo+Esterco, Dose 8t CC 

Solo+Esterco, Dose 16t CC 

Dose 4t BC, Dose 8t BC 

Dose 4t BC, Dose 16t BC 

Dose 4t BC, Dose 4t CC 

Dose 4t BC, Dose 8t CC 

Dose 4t BC, Dose 16t CC 

Dose 8t BC, Dose 16t BC 

Dose 8t BC, Dose 4t CC 

Dose 8t BC, Dose 8t CC 

Dose 8t BC, Dose 16t CC 

Dose 16t BC, Dose 4t CC 

Dose 16t BC, Dose 8t CC 

Dose 16t BC, Dose 16t CC 

Dose 4t CC, Dose 8t CC 

Dose 4t CC, Dose 16t CC 

Dose 8t CC, Dose 16t CC 

0,333 

0,056 

0,537 

0,963 

0,056 

0,593 

0,963 

0,37 

0,148 

0,741 

0,167 

0,444 

0,926 

0,056 

0,537 

0,278 

0,574 

0,889 

0,833 

0,796 

0,611 

0,889 

0,296 

-0,019 

0,37 

-0,093 

0,444 

-0,204 

20 

50 

10 

10 

40 

10 

10 

10 

30 

10 

40 

20 

10 

40 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

30 

40 

20 

50 

20 

100 
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APÊNDICE F - Resultado do teste de Pairwise (pareamento) baseado nos perfis de 

amplicons do gene nifH (Micro-organismos diazotróficos) em solos com doses crescentes de 

biochar e cultivados com feijão (variedade BRS estilo) 

Amostras Teste Pairwise Nível de Significância (%) 

Solo, Solo+Esterco 

Solo, Dose 4t BC 

Solo, Dose 8t BC 

Solo, Dose 16t BC 

Solo, Dose 4t CC 

Solo, Dose 8t CC 

Solo, Dose 16t CC 

Solo+Esterco, Dose 4t BC 

Solo+Esterco, Dose 8t BC 

Solo+Esterco, Dose 16t BC 

Solo+Esterco, Dose 4t CC 

Solo+Esterco, Dose 8t CC 

Solo+Esterco, Dose 16t CC 

Dose 4t BC, Dose 8t BC 

Dose 4t BC, Dose 16t BC 

Dose 4t BC, Dose 4t CC 

Dose 4t BC, Dose 8t CC 

Dose 4t BC, Dose 16t CC 

Dose 8t BC, Dose 16t BC 

Dose 8t BC, Dose 4t CC 

Dose 8t BC, Dose 8t CC 

Dose 8t BC, Dose 16t CC 

Dose 16t BC, Dose 4t CC 

Dose 16t BC, Dose 8t CC 

Dose 16t BC, Dose 16t CC 

Dose 4t CC, Dose 8t CC 

Dose 4t CC, Dose 16t CC 

Dose 8t CC, Dose 16t CC 

0,37 

0,444 

0,722 

1 

0,926 

0,944 

1 

0,63 

0,833 

1 

1 

0,944 

1 

0,574 

1 

0,926 

0,481 

1 

1 

1 

0,352 

1 

0,315 

0,407 

0,407 

0,167 

1 

0,63 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

20 

20 

10 

20 

10 

10 

 

 


