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RESUMO

A utilizagao de subprodutos resultantes do processo de pirélise, como o biochar (BioC), tém revelado interesse na
manutengao do ambiente edafico, especialmente nas respetivas propriedades fisico-quimicas, menorizando os
potenciais efeitos sobre a biologia do solo. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da aplicagao de diferentes
doses de um BioC de origem vegetal no comportamento da espécie Eisenia fetida, com base na determinacdo da
percentagem de fuga ou evitamento (% E,,), de um solo-teste (com biochar) comparativamente a um solo-controlo (sem
biochar), de modo a estimar os potenciais riscos associados a sua aplicagao no solo, de acordo com as normas requeridas
para este tipo de teste (ISO 17512-1). Os resultados obtidos revelaram um efeito significativo (p<0,05) da aplicagao e
dose de BioC no comportamento das minhocas. Em todos os tratamentos com BioC foi observado um evitamento da E.
fetida, com os valores a variar entre os 33 e 66%. Fatores associados a um aumento dos valores de reten¢ao de agua, pHe
condutividade elétrica do solo parecem explicar o comportamento das minhocas nos tratamentos com BioC, os quais
se revelaram mais intensos para as doses de 15 e 30 t/ha, nas quais os limites de habitabilidade do solo, relativos a 60%

de evitamento, foram ultrapassados.

Palavras-chave: Biochar, residuos, evitamento, Eisenia fetida, solo.

ABSTRACT

The use of by-products resulting from the pyrolysis process, such as biochar (BioC), has reveal increasing interest in
maintaining edaphic environment, especially in the respective physicochemical properties, minimize the potential
effects on biology conditions. This study aimed to evaluate the effect of applying different doses of a plant derived
BioC on the behavior of Eisenia fetida, based on determining the percentage of escape or avoidance (% Evit) from a test
soil (with biochar) compared to a control soil (without biochar), in order to estimate the potential risks to soil application,
according to the required guidelines for this typo of test (ISO 17512-1). The results showed a significant effect (p <0.05)
of BioC application and dose on the behavior of the earthworms. In all treatments with BioC, avoidance of E. fetida
was observed, with values ranging from 33 to 66%. Factors associated with an increase in soil water retention, pH, and
electrical conductivity seem to explain the behaviour of earthworms in the BioC treatments, with more higher effects
for 15 and 30 t/ha doses, where soil habitability limits, relative to 60% avoidance, were exceeded.

Keywords: Biochar, residues, avoidance, Eisenia fetida, soil.
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INTRODUCAO

A exploragao sistematica e intensiva de recursos
naturais como o caso do solo, tem demostrado
que a respetiva capacidade de fornecer servicos
ao ecossistema esta cada vez mais dependente de
fatores externos (Helming et al., 2018). Subprodu-
tos, derivados da pirdlise ou conversao termoqui-
mica da biomassa, com a designacao de biocarvao
(BioC), tém sido usados com o objetivo de melho-
rar qualidade do solo e a respetiva funcionalida-
de ecoldgica (Beusch, 2021). O elevado interesse
agrondmico deste tipo de materiais esta relaciona-
do com a melhoria da fertilidade do solo, através
do aumento da capacidade de retengao de dgua e
nutrientes e na mitigacdo das emissdes de C-CO,
ou na prote¢ao da matéria organica dos processos
de oxidagao bioldgica (Lehmann et al., 2006). Ten-
do em consideracdo as elevadas potencialidades
deste tipo de material, tém sido varios os estudos
com o objetivo de produzir informacao relativa ao
efeito do BioC sobre as caracteristicas fisico-quimi-
cas do solo (Zhao ef al., 2022). Os estudos sobre a
biologia edafica, nomeadamente ao nivel da fauna
do solo (Elliston & Oliver, 2020), sao ainda muito
reduzidos. Apesar da fauna do solo ser um gru-
po muito diversificado, a maior parte dos estu-
dos relacionados com o efeito do BioC utilizam as
minhocas como modelo bioldgico (Li et al., 2011).
As minhocas sdao organismos globalmente comuns
das comunidades do solo, representando entre 40
a 90% da biomassa do solo em determinados ecos-
sistemas (Fragoso et al., 1999), com influéncia na
formagao do solo, na decomposicao de residuos
organicos, respetiva reciclagem ou mineralizagao
e propriedades fisicas do solo (Lemtiri et al., 2014).
Deste modo, o potencial das minhocas tem sido
largamente reconhecido em estudos de ecotoxico-
logia, fazendo parte de ferramentas de andlise de
risco associado a fenémenos de aplicagdo de ma-
teriais ao solo, através da andlise comportamental

(Elliston & Oliver, 2020). Este tipo de testes, ba-
seados em diretrizes definidas pela Organizacao
Internacional de Padroes (ISO, 2005), estabelecem
como endpoint ecologicamente mais relevante o
comportamento das minhocas. Sao testes de ele-
vada sensibilidade, de facil execugao e reproduti-
veis, permitindo comparagdes de resultados entre
laboratérios e materiais, factos que tornam estas
metodologias ideais para uma rapida analise ini-
cial do efeito de substancias ou materiais emergen-
tes, aplicados de forma deliberada ou acidental ao
solo (Li et al., 2011). Tendo em consideragao todos
estes fatores, relacionados com as potencialidades
do BioC na manutencao da funcionalidade do solo
e dos reduzidos estudos associados aos efeitos na
fauna do solo, este trabalho tem como objetivo ava-
liar o efeito da aplicacao de diferentes doses de um
BioC comercial, de origem vegetal, no comporta-
mento da espécie Eisenia fetida, de modo a estimar
0s potenciais riscos associados a sua aplicacao/pre-
senga no solo e respetiva habitabilidade.

MATERIAIS E METODOS

Biochar

No trabalho foi usado um BioC comercial, obtido a
partir de um processo de pirolise de residuos flo-
restais, cujas caracteristicas sdo apresentadas no
Quadro 1.

De acordo com a informagao disponibilizada pelo
fabricante, o BioC apresenta uma densidade apa-
rente de 400 kg m? e uma granulometria inferior a
10 mm. No caso dos teores totais de metais pesados
no BioC (dados nao apresentados), os valores ob-
tidos revelaram-se inferiores aos teores maximos
admissiveis para matérias fertilizantes, de acordo
com o DL 30/2022.

Quadro 1 - Carateristicas fisico-quimicas iniciais do BioC em estudo

CE#? PH(H,0)** H,0" Voldteis® N’ P K Ca" Mg*
ds m? - g kg!
0,17 9,1 98,0 909,0 6,7 0,6 8,9 29,0 2,6

#valores referentes a matéria original; 1: H,0 (1:5); * valores referentes a matéria seca
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Solo artificial

O solo artificial (Quadro 2), usado como matriz de
suporte, foi preparado de acordo com as orienta-
¢Oes definidas para o estudo de substancias quimi-
cas (ISO 11268-1).

Quadro 2 - Caracteristicas fisico-quimicas do solo artificial

Cinco tratamentos foram considerados, relativos as
doses 0 (BioC0), 5 (BioC5), 10 (BioC10), 15 (BioC15)
e 30 t/ha (BioC30). Para cada tratamento foram rea-
lizadas 3 repeti¢cdes, num total de 15 recipientes-
-teste. Cada recipiente-teste foi separado em duas
sec¢des iguais, com auxilio de uma placa diviséria

pH Mat. Org. P,0." K,0® CTC, Areia Limo Argila
- (gkg") (mg kg) (cmol_kg) (gkg")
5,2 64,2 57,0 92,0 11,4 809 74 153

(*) método de Egner-riehm

Neste caso, as guidelines definem uma mistura com
uma propor¢ao de 70% de areia de quartzo (J 0,05-
0,2 mm), 20% de caulino, com argila do tipo cauli-
nite superior a 30%, e 10% de turfa esfagno (ISO,
2005). Para a mistura obtida, cujas principais ca-
racteristicas fisico-quimicas sao apresentadas no
Quadro 2, procedeu-se ao ajuste do teor de humi-
dade, equivalente a 50% da capacidade maxima
de retengao de agua. Igual procedimento correti-
vo foi seguido para o pH inicial da mistura, cujos
resultados (Quadro 2), de acordo com as normas
ISO 11268-1 (ISO, 2005), revelaram a necessidade
de correcao para valores de 6,0+0,5, através da adi-
cdo de carbonato de calcio (CaCO,).

Ensaio de evitamento

Para o ensaio de evitamento foi seguido o protoco-
lo relativo a avaliacao da qualidade do solo e efeito
de substancias quimicas realizado em comparti-
mentos de duas secc¢oes (ISO 17512-1) (ISO, 2005).

plaCa
divisoria

)

(Figura 1) e cada seccgao foi preenchida por 500 g
de solo artificial, com BioC (solo-teste) equivalente
a respetiva dose estudada (BioC5, BioC10, BioC15 e
BioC30), identificadas com sinal (+), e solo-controlo,
sem BioC (BioC0), identificado com o sinal (-). Para
a validacao do ensaio, cumprindo a obrigatorieda-
de neste tipo de estudos (ISO, 2005), um teste de
controlo duplo foi também incluido, em que o tra-
tamento controlo é comparado entre si.

Preenchidas as se¢des em cada recipiente-teste, a
placa divisoria foi retirada e 10 individuos adultos,
da espécie E. fetida, adquiridas comercialmente,
previamente selecionados e lavados, com clitelo
desenvolvido e peso fresco compreendido entre
300-600 mg (ISO 17512-1) (ISO, 2005), foram colo-
cadas na linha divisdria. Todos os recipientes-teste
foram fechados, com tampas perfuradas, e coloca-
dos a incubar em condicdes controladas de tem-
peratura (20+2 °C) e fotoperiodo de 8-h de escuro
e 16-h de luz, durante um periodo de 48 horas de
exposicao, durante o qual as minhocas nao foram

contagem do nede
minhocas em Cada
seccaode solo

o ]

- AlB |»A|B |

B|—AI!B | A]|B

Figura 1 - Esquema do teste de evitamento protocolado aplicado no presente estudo: (i) secgdo A é relativa ao tratamento
controlo (BioCO) e (ii) secgdo B é relativa ao solo-teste (BioCO, no teste dual, BioC5, BioC10, BioC15 e BioC30).
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alimentadas. Apds o periodo de exposicao, a placa
divisdria foi inserida na linha média de cada reci-
piente-teste e realizada a contagem dos individuos
em cada sec¢ao comparada, solo-controlo e solo-
-teste, sem e com adi¢ao de BioC, respetivamente,
para os diferentes tratamentos e repeti¢des estu-
dados (Figura 1). Para efeitos de contagem, indivi-
duos localizados na linha central ou interface das
respetivas secgdes foram considerados como 0,5
individuos. No final do ensaio (2 dias) procedeu-se
a avaliagdo do teor de humidade, pH e condutivi-
dade elétrica (CE) do solo nas sec¢des comparadas.

Andlise estatistica

Em cada tratamento foi determinada a percenta-
gem de evitamento (% E,;,), de acordo com a equa-
cao de Busch et al. (2012) (%E,,=[n-nJ/N*100), em
que n, n, e N sao relativos ao nimero de minhocas
no solo-controlo, solo-teste e total de minhocas por
recipiente-teste, respetivamente. Valores positivos
(+) indiciam evitamento enquanto valores negativos
() uma ndo reposta ou atracao a presenca de
BioC (ISO, 2005). Os dados obtidos foram sujeitos
a uma analise de normalidade e homogeneidade,
pelos testes de Shapiro-Wilk e Barlett, respetiva-
mente, seguido de uma ANOVA a um fator e do
teste de Tukey, para um a=0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos 48 horas de exposigao, os resultados obtidos
indicaram auséncia de mortalidade das minhocas
nos diferentes tratamentos estudados, cumprin-
do-se um dos pressupostos de validacao da me-
todologia seguida (ISO, 2005). Acresce, também,
que no caso do teste de duplo controlo ou dual
(Figura 2), as minhocas nao revelaram preferéncia
significativa (p>0,05) entre as secgdes comparadas,
apresentando uma distribuicao média de 50%, res-
peitando assim o intervalo de valores normativos
(40 a 60 %) para este tipo de tratamento. Os valores
negativos observados no tratamento controlo, sdo
indicadores da preferéncia das minhocas para con-
digdes de auséncia de BioC (Figura 2).

Nos tratamentos com BioC, observa-se uma ten-

déncia oposta, com os valores positivos a revelar
um comportamento de fuga, com os resultados a
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Figura 2 - Percentagem (%) de evitamento/preferéncia no
teste de comportamento em solo artificial com
E. fetida nos tratamentos estudados, sem (O t/ha)
e com BioC (5, 10, 15 e 30 t/ha).

(Barras relativas a cada tratamento, seguidas da mesma letra ndo
diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey, para 5%
de probabilidade; barras verticais indicam erro padrdo (n=3).

revelarem-se dependentes da dose aplicada, com a
percentagem de evitamento a variar entre os 33 e
66 % (Figura 2). Nos tratamentos com BioC, somen-
te nas doses mais elevadas, superiores a 10 t/ha,
¢ que se observa uma reducao significativa da ha-
bitabilidade do solo, mais evidente para a dose ma-
xima estudada (30 t/ha), na qual o valor do limite
de habitabilidade do solo (60% de evitamento) é
visivelmente ultrapassado (Figura 2). Estes resulta-
dos indiciam efeitos negativos ao nivel da biologia
do solo, através da indugao de um comportamento
de fuga para condicdes de auséncia de BioC (solo-
-controlo), tendéncia também observada por varios
autores (Elliston & Oliver, 2020). Os elevados valo-
res da superficie especifica e capacidade de troca
ionica deste tipo de materiais (Beush, 2021) promo-
vem uma diminuicdo significativa dos teores gra-
vimétricos de agua no solo (Sanchez-Hernandez
et al., 2019), tal como observado no presente traba-
lho nos tratamentos com BioC comparativamente
ao grupo controlo (0 t/ha) (Figura 3.i).

Esta maior redugdo de agua do solo na presenga de
BioC, promoveu condi¢des desfavoraveis de habi-
tabilidade do solo, potenciando fendmenos de des-
secac¢ao das minhocas com o consequente aumento
da percentagem de evitamento (Figura 2). O efei-
to da reducao hidrica do meio podera, igualmen-
te, exercer uma influéncia sobre a consisténcia do
solo (Chan & Barchia, 2007), aumentando o grau de
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Figura 3 - TeormédiodeH,0(gkg?) (i), pH(ii)e CE(iii),nasrespetivasseccdes,solo-controloesolo-teste,nostratamentosestudados,
sem (0 t/ha) e com BioC (5, 10, 15 e 30 t/ha), no final do periodo de exposicdo (48-h) no ensaio de comportamento

com Eisenia fetida.

Barras relativas a cada tratamento, seguidas da mesma letra mintscula e maiscula, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de t-Student e
Tukey, para 5% de probabilidade, para cada secgdo intra- e entre tratamentos, respetivamente; barras verticais indicam erro padrao (n=3).

resisténcia a quebra ou esboroamento dos agrega-
dos, limitando quer os processos de ingestao como
digestao de solo pelas minhocas, comparativamen-
te ao solo sem BioC. Altera¢des ao nivel das condi-
¢Oes quimicas, nomeadamente de pH (Figura 3.ii)
e condutividade elétrica (CE) do solo (Figura 3.iii),
com aumento dos respetivos valores, poderao tam-
bém ajudar a explicar o evitamento das minhocas
na presenga de BioC. O efeito alcalinizante obser-
vado podera exercer uma redugao da disponibilida-
de de determinados nutrientes, como o fdsforo, ou
alteragdes no pH interno das minhocas (Sanchez-
-Hernandez et al.,, 2019), sendo estes efeitos mais
notados para doses mais elevadas de BioC (Figu-
ra 3.ii), potenciando maiores valores de evitamento
(Figura 2). Por sua vez, a presenca de sais de calcio
e magnésio (Quadro 1), responsaveis pelo aumento
da condutividade elétrica do solo, poderao origi-
nar condigdes menos favoraveis as minhocas, que
se revelaram mais significativas apenas para as do-
ses mais elevadas testadas (30 t/ha) (Figura 3.iii).

CONCLUSOES

A aplicacao deste tipo de BioC, apesar dos benefi-
cios para as propriedades fisico-quimicas do solo,
apresenta potenciais riscos para a biologia do solo,
os quais deverao ser ponderados, nomeadamente
em termos da dose a aplicar, com o risco de uma
maior redugdo da habitabilidade do solo devido a
condic¢oes desfavoraveis de humidade, pH e con-
dutividade elétrica, especialmente para valores su-
periores a 10 t/ha.
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