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RESUMO

A determinacao de caracteristicas estruturais das substancias humicas (SH)
é essencial para o entendimento do comportamento da quimica de superficie dos
solos altamente intemperizados. Acidos hiimicos (AH) e falvicos (AF) obtidos no
horizonte superficial de sete Latossolos de diferentes regioes do Brasil foram
caracterizados mediante a analise da composi¢cao elementar, da acidez total e
carboxilica, da capacidade de oxidacao e por métodos espectroscopicos. As
substancias humicas apresentaram elevado grau de oxidac¢ao, acidez e massa
molecular relativamente baixas, caracterizando a matéria organica alcalina soluvel
como bastante reativa. Os AF apresentaram menor teor de C e maior de O do que
os AH. Foram observados valores elevados da relacao entre absorvancia em 465 e
665 nm (E,/Eg) e amassa molar média foi estimada em 1.106 e 618 g mol! para AH
e AF, respectivamente. A menor massa molar estimada para os AF foi compativel
com sua menor complexidade quimica revelada pelos espectros de IV-TF, que
apresentaram menor numero de bandas de absor¢gao bem definidas. A ressonancia
magnética nuclear (RMN 1H) mostrou a presenca de H mais hidrofébico nos AH e
de Hligado a atomos de O em maior quantidade nos AF, compativel com sua maior
acidez e, portanto, solubilidade em qualquer valor de pH. Apesar da mesma
funcionalidade quimica encontrada tanto nos AH como nos AF, a analise estatistica
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permitiu separar a maioria desses acidos, indicando a presenca de fracées
humificadas de natureza quimica individual.

Termos de indexacao: matéria organica, espectroscopia, substancias humicas, solos
tropicais.

SUMMARY: CHEMICALAND SPECTROSCOPIC CHARACTERIZATION OF
HUMICAND FULVIC ACIDS ISOLATED FROM THE SURFACE
LAYER OF BRAZILIAN OXISOLS

The determination of structural characteristics of humic substances (HS) is essential to
understand the behavior of surface chemistry of highly weathered soils. Humic acids (HA) and
fulvic acids (FA) isolated from the surface horizon of seven Oxisols of different locations of
Brazil were characterized by analyses of elemental composition, total and carboxylic acidity,
oxtdation capacity and spectroscopic techniques. The oxidation degree of the humic substances
was high, while acidity and molecular weight were relatively low, indicating a very reactive
alkaline soluble organic matter. Compared with HA, the C content of FA was lower and
oxygen content higher. The E / Egratio values were high and the molar mass was estimated at
1.106 and 618 g mol! for HA and FA, respectively. The lower molar mass observed for FA was
consistent with the lower chemical complexity detected by Fourter-transform infrared
spectroscopy (FT-IR), showing fewer well-defined spectral bands. The results of 1H-nuclear
magnetic resonance (H-NMR) spectroscopy indicated more hydrophobic Hin HA and a high
amount of H bonded with O in FA, consistent with the higher acidity and solubility at any pH
value. Despite the similar chemical functionality found, both HA and FA, most humic substances
could be distinguished by the principal component analysis, indicating distinct chemical

attributes of the humic fractions.

Index terms: organic matter, spectroscopy, humic substances, tropical soils.

INTRODUCAO

O teor de matéria organica influencia o
comportamento do solo, principalmente dos altamente
intemperizados (Fontes et al., 2001). Os Latossolos
constituem a principal classe desse tipo de solo no
Brasil (Resende et al., 1997). Sao solos profundos,
geralmente acidos, com CTC baixa e dependente do
pH e do comportamento das cargas da fracio organica
(Mendonga et al., 2006).

Apesar do progresso acelerado no estudo da quimica
das substancias hiimicas (SH), ha muitas indefini¢ées
e pouco consenso sobre o assunto. As SH tém sido
descritas genericamente como macromoléculas
organicas heterogéneas, de coloracio escura, resultado
do produto do metabolismo de microrganismos (Aiken
et al., 1985). Piccolo (2002) aplicou o conceito da
quimica das supramoléculas para SH e, por meio de
uma série de evidéncias cromatograficas (Piccolo et
al., 1996) e espectroscopicas (Simpson, 2002; Piccolo
& Spiteller, 2003), postulou uma nova concepg¢io para
a estrutura das SH. Moléculas organicas diversas,
mas relativamente pequenas, formam agregados
unidos entre si por liga¢oes hidrogénio e interagées
hidrofébicas fracas, formando um arranjamento
supramolecular. Esse arranjamento apresenta massa
molecular s6 aparentemente elevada, mas que pode
ser constante e indefinidamente alterada de acordo
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com as variacoes nas condi¢ées do meio de reacio.
Nessa perspectiva, Piccolo (2002) redefiniu AF como
produto da associacdo de moléculas pequenas e
hidrofilicas com uma quantidade de grupos funcionais
acidicos suficiente para manter os agregados dispersos
a qualquer valor de pH. Os acidos himicos (AH), por
sua vez, foram definidos como associa¢des nas quais
predominam compostos hidrofébicos (cadeias
polimetilénicas, acidos graxos, esterdides) estabilizados
em pH neutro por for¢as hidrofébicas dispersivas. A
conformacio dos AH cresce progressivamente de
tamanho quando as for¢as oriundas das ligac¢ées
hidrogénio sdo progressivamente aumentadas até um
valor baixo de pH na qual floculam (Piccolo, 2002).
De acordo com Sutton & Sposito (2005), a nova
concep¢io estrutural deve ganhar em precisio e
acuracia com o desenvolvimento de ferramentas de
automacio e modelagem quimica.

As espectroscopias de UV-VIS e fluorescéncia,
infravermelho (IV) e ressonancia nuclear magnética
(RMN) sdao bastante ateis na caracterizagdo das SH.
A espectroscopia na regiao de UV-VIS é usada,
principalmente, para determinar a relagdo E,/Eg
(razéo entre a absorbancia em 465 nm e 665 nm,
segundo Kononova, 1982). Os valores da relacéo
E,/Eg apresentaram relagao inversa com o progresso
das reagbes de transformacgio das SH (Kononova,
1982), distribui¢do de massa molecular (Chen et al.,
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1977) e quantidade de C-aromatico (Saab & Martin-
Neto, 2007). E possivel também estimar a massa
molar média pela absortividade na regido entre 250 e
280 nm pela presenca de uma absorc¢io de pequena
intensidade (€950 = 204 ¢cm? mol!) devido a forte
proibi¢do quanto-mecanica. Essa absorcio é
fortemente afetada pela presenca de grupos funcionais
polares, como carbonilas, carboxilas e ésteres, que
aumentam o € em relacido a absortividade de anéis
nio substituidos, sendo possivel relacionar linearmente
a massa molar com a €9g) (Ching et al., 1994;
Peuravarouri & Pihlaja, 2004). A espectroscopia de
fluorescéncia vem sendo utilizada com sucesso para
estabelecer grau de humificacdo das SH determinado
pelo incremento de estruturas conjugadas com
ressonancia de elétrons, tais como anéis aromaticos e
radicais livres do tipo semiquinonas (Martin-Neto et
al., 1998; Milori et al., 2002). Grupos doadores de
elétrons substitutos de compostos aromaticos, como
carbonilas, hidroxilas, grupos amino, aumentam a
intensidade de emissiao de fluorescéncia para
comprimentos de onda maiores (Senesi et al., 1991).
Os radicais livres do tipo semiquinonas (RLS)
participam das reagdes de transferéncia de elétrons
(Struyk & Sposito, 2001) e sua concentracgao
geralmente é medida pela ressonancia de elétrons
(EPR). Baldotto (2006) verificou uma correlagao
estreita e significativa entre a concentrac¢io de RLS e
a capacidade de oxidac¢ao (Cox) das SH medida por
iodimetria, apresentando um procedimento acessivel
para estimativa da capacidade de transferéncia de
elétrons das SH.

Na regiao de IV é possivel acessar a funcionalidade
das SH, especialmente de grupos oxigenados,
proteinas, polissacarideos e propor¢do de grupos
aromaticos/alifaticos e hidrofilicos/hidrofébicos
(Canellas et al., 2004). E possivel também identificar
uma “assinatura quimica” das SH a partir da analise
da regido entre 1.400 e 900 cm™! conhecida como
impressao digital (Colthup et al., 1964). A RMN é
uma técnica versatil e bastante Util na analise
estrutural de materiais complexos (Rumjaneck, 2005)
e foi responsavel, por exemplo, pela indicacio
inequivoca do comportamento supramolecular das SH
(Simpson, 2002).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar os AH e
AF obtidos do horizonte superficial de sete diferentes
Latossolos, por meio de métodos quimicos e
espectroscopicos.

MATERIAL E METODOS

Coleta e isolamento das substancias hiimicas

Foram coletadas amostras do horizonte superficial
de sete perfis diferentes de Latossolos previamente
descritos em diferentes regiées do Brasil: Latossolo
Amarelo eutréfico (LAe), Campos dos Goytacazes, Rd;
Latossolo Bruno distroférrico (LBdf), Vacaria, RS;

Latossolo Vermelho perférrico (IVj), Nova Lima, MG;
Latossolo Vermelho-Amarelo distrofico (LVAd), Nova
Friburgo, RJ; Latossolo Vermelho acriférrico (LVwi),
Santo Angelo, RS; Latossolo Vermelho-Amarelo
distroférrico (LVAdf), Mendes, RdJ; Latossolo Vermelho
distrofico (LVd), Brasilia, DF. Os solos foram
previamente estudados nas reuniées de correlacao e
classificacido de solos (Embrapa, 1980, 1999) e nos
trabalhos de Rodrigues & Klant (1978), Anjos (1985)
e Barreto (1986).

A extracdo da matéria himica proveniente dos
Latossolos estudados foi realizada com NaOH
0,1 mol L1, na razio solo:solvente de 1:10 (v:v) em
atmosfera inerte de N,. A extracio foirepetida até a
obtencdo de um extrato com absorbancia igual a zero
em 250 e 465 nm. A separacio dos AH foi conseguida
com o abaixamento do pH da solu¢do até 1,0 com HC1
6 mol 1. A redissolucao e precipitacio foi repetida
por trés vezes. Em seguida, foram adicionados 200 mL
de solucao aquosa diluida de HF e HCI (preparada
com 5 mL de HCI concentrado e 5 mL de HF
concentrado e, o volume da solu¢ido completado para
1 L com agua deionizada), agitando-se a amostra
durante 8 h. Os AH foram lavados com agua
deilonizada até teste negativo para cloretos com AgNOs.
Em seguida, os AH foram dializados contra 4gua em
membranas de “cut-off” de 14 kDa e secos por
liofiliza¢do. O sobrenadante produzido com a
acidificagdo do meio alcalino foi colocado numa coluna
preenchida com resina XAD-8 (36 g mL-! de solu¢io).
A coluna foi lavada com dois volumes de 4gua destilada
e os AF, retidos na coluna, foram eluidos com uma
solucdo de NaOH 0,1 mol L'1. Em seguida, a solucéo
alcalina com AF foi eluida numa coluna preenchida
com resina trocadora de cations Amberlite IAR 120 H*
e dializada contra 4gua em membranas com poros de
700 Da e secos por liofilizacao.

Caracterizacao das substancias humicas
soluveis

A composicdo elementar foi realizada em
analisador automatico Perkin Elmer 2.400, com
amostras de 4 mg de AH e de AF em duplicata: o teor
de O foi determinado por diferenca, descontados os
teores de cinzas e de umidade obtidos com a analise
termogravimétrica (dados ndo mostrados); a acidez
total, pelo método do Ba(OH), com titulag¢io do excesso
de base com HC]; a acidez carboxilica, pelo tratamento
com Ca(OAc)y e a determinacéo do Ac liberado foi
realizada com NaOH, e a fendlica, por diferenca, p.ex.,
acidez total — carboxilica, de acordo com método de
Schnitzer & Gupta (1965).

A titulagdo redox das amostras de AH e AF foi
realizada sob atmosfera de Ar, numa suspensio aquosa
em temperatura ambiente (25 °C), controlada por fluxo
continuo em banho MQBTC 99-20%®, por meio da
oxidacdo com I,. O ponto de equivaléncia da curva de
titulacéo foi ajustado para Eig (mV) em funcio da
quantidade crescente de redutor no sistema (uL de
I,). O ponto de inflexdo da curva foi arbitrado como o
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calculado pela segunda derivada da equagao ajustada
com ajuda do software Origin® e que, aplicado a
formula [mol, kg! = (2 mol./mol. I) x (molalidade
solucao I, x densidade solugao I)/massa AH ou AF],
forneceu o niimero de moles de carga transferidos por
unidade de massa de AH e AF (mol, kg'!), definido
como a capacidade de oxidagédo (Cox) de cada AH e AF
(Baldotto, 2006).

A espectroscopia na regido do infravermelho das
SH soltveis foi realizada na faixa de 500 cm! a
4.000 cm'!, utilizando-se pastilhas com 1 mg de SH
soluveis em 100 mg de KBr, num aparelho Perkin
Elmer 1420.

Aintensidade de fluorescéncia foi obtida em solugéo
aquosa de AH e AF na concentracio de 50 mg L}
equilibrada a 25°C e pH = 8. Utilizou-se um
espectrofotometro Hitachi F-4500, e as condi¢ées
experimentais utilizadas foram as mesmas indicadas
por Milori et al. (2002).

A massa molar média das SH foi estimada a partir
da absortividade molar em 280 nm (g55,) de acordo com
o procedimento de Ching et al. (1994). Pela equacao
MM = 3,99 g95, + 450, foram obtidas correlacgées
elevadas com a distribuigdo média da massa molecular
das SH por cromatografia, por exclusido de tamanho
ou por sedimentometria por ultracentrifugacao, e com
o grau de aromaticidade obtido por RMN (Ching et
al., 1994).

Os espectros de RMN 'H (*H: 300 MHz) foram
obtidos num aparelho Varian com probe de 5 mm. As
amostras foram dissolvidas em 0,7 mL de NaOD/D,0O
0,1 mol L1, e o espectro foi obtido com a saturacao do
sinal de Agua. A varredura do espectro foi de 4.800 Hz,
e foram obtidos 64 scans por espectro com tempo de
aquisicao de 3,6 s e delay de 0,5 s.

Analise Estatistica

Foi empregada a técnica multivariada de
componentes principais, cuja finalidade exploratéria
possibilita a verificagdo da maior ou menor
sensibilidade das variaveis em questdo (grau de
humificacdo x AH e AF) no que se diz respeito a
separacio dos Latossolos estudados. Em tal técnica,
a primeira componente é descrita de forma que os
pontos resultem na maior variabilidade possivel entre
todas as coordenadas lineares; e a segunda deve ter o
maximo de varidancia igual ou menor que a primeira,
sendo ortogonal a esta. Esta nova configuracao de
pontos é obtida pela determinacio de autovetores a
partir da matriz de variancia (Gnanadesikan, 1977).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao das substancias humicas
soluveis

As caracteristicas das SH dependem dos fatores
de formacéo do solo e sdo intensamente modificadas
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pela atividade antropogénica. O processo de
latossolizagdo é comum a classe de solo eleita para
este estudo, e os perfis utilizados foram previamente
indicados como perfis modais (Barreto, 1986).
Procurou-se diversidade entre os Latossolos (Quadro 1)
para a caracterizagao das SH.

A composigdo elementar, livre de umidade e cinzas,
e as relagoes atomicas dos AH e AF sdo mostradas no
quadro 1. Os resultados da acidez, relagdo E,/Eg,
fluorescéncia, capacidade de oxidacgao e estimativa da
massa molar média (MM) sdo mostrados no quadro 2.
De modo geral, pode-se observar que o teor de C nas
SH isoladas dos diferentes Latossolos é baixo e o de O
é elevado em relacdo a média de outros AH e AF
descritos na literatura (Rice & MaCarthy, 1991).

O teor de C nos AH variou de 432 a 563 g kgl e
nos AF de 261 a 612 g kg'!. J4 o teor de O variou de
505 a 667 g kg'! nos AH e numa faixa maior, entre
519 e 877 g kg'l nos AF. O teor médio mais elevado
de C nos AH e menor de O é compativel com o maior
grau de humificacdo dos AH em relacdo aos AF
(Stevenson, 1994). O teor de N encontrado foi elevado,
entre 47 e 69 g kgl nos AH e entre 50 e 100 g kg nos

Quadro 1. Composicao elementar livre de umidade
e cinzas e relagoes atomicas de acidos himicos
e fulvicos isolados de sete Latossolos brasileiros

Latossolos® C H N O C/N H/C O0/C

gkg!
Acidos Htimicos

LAe 562,5 64,0 52,5 5587 125 14 0,7
LBdf 542,0 64,1 589 524,1 10,7 1,4 0,7
LVj 503,1 51,1 49,9 627,5 11,8 1,2 09
LVAd 4320 566 57,8 6672 87 1,6 12
LVwf 4680 60,9 46,6 6037 11,7 1,6 1,0
LVAdf 5048 61,1 685 5046 86 1,5 0,7
Lvd 536,5 62,7 52,9 5427 11,8 1,0 0,8
Média 5070 60,1 553 5755 10,8 1,4 09
DP 453 47 72 591 16 01 0,2
Acidos Fulvicos
LAe 5451 67,7 87,6 5191 173 1,5 0,7
LBdf 3030 554 644 8430 55 22 21
LVj 301,7 64,3 99,7 8676 3,5 2,6 22
LVAd 6116 73,8 957 6894 175 1,5 08
LVwf 261,2 46,1 50,0 8772 6,1 21 25
LVAdf 3428 46,5 63,3 17974 63 1,6 1,7
Lvd 5151 70,8 91,9 6555 65 1,7 1,0
Média  411,5 60,7 79,0 7499 61 1,9 1,6
DP 141,3 11,4 19,4 133,4 1,3 04 0,7

M 1,Ae: Latossolo Amarelo eutréfico; LBdf: Latossolo Bruno
distroférrico; LVj: Latossolo Vermelho perférrico; LVAd:
Latossolo Vermelho-Amarelo distréfico; LVwf: Latossolo Ver-
melho acriférrico; LVAdf: Latossolo Vermelho-Amarelo
distroférrico; LVd: Latossolo Vermelho distréfico. @ DP: des-
vio-padréo.
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Quadro 2. Acidez total, carboxilica e fenélica (obtida por diferenca), relacao E/E;, intensidade de
fluorescéncia, capacidade de oxidacao e massa molar média de acidos humicos e falvicos isolados de

sete Latossolos brasileiros

Latossolos COOH OH fenolico  Acidez total EJE; IFY  Cox® pH; Cox pH, MMr®
cmol kg'! u.a — mol, kg! — gmol' C”
Acidos Htmicos
LAe 264,4 1.301,0 1.565,4 7,2 107,3 1,0 1,5 990
LBdf 197,4 1.230,0 1.427,4 6,9 1585 1,1 1,9 1.100
LVj 70,8 1.909,8 1.980,4 6,7 80,7 1,9 2,9 990
LVAd 184,6 1.210,8 1.395,4 40 149,6 1,5 2,7 1.227
LVwf 69,4 1.495,0 1.564,4 6,5 81,7 1,3 2,4 1.227
LVAdf 354,5 942,0 1.296,5 5,4 115,1 2,3 3,5 1.163
Lvd 223,6 1.513,6 1.737,1 89 113,6 1,1 1,7 1.045
Média 1949 1.371,7 1.566,7 6,5 115,2 1,5 2,4 1.106
DP 102,0 305,6 231,7 1,5 30,1 0,5 0,7 102,6
Acidos Fulvicos

LAe 168,3 1.754,4 1.922,6 9,5 28,1 0,5 1,0 524
LBdf 245,5 2.061,3 2.306,8 13,2 15,5 0,9 1,6 887
LVj 357,1 2.193,8 2.551,0 11,8 36,0 0,5 1,5 507
LVAd 314,3 1.654,4 1.968,7 9,3 30,6 0,8 2,1 794
LVwf 267,9 1.598,4 1.866,3 10,8 40,4 1,3 2,5 534
LVAdf 163,6 1.813,6 1.977,2 9,3 42,0 1,0 2,2 557
LVd 229,2 1.109,4 1.338,6 10,0 19,5 1,0 1,5 524
Média 249,4 1.740,8 1.990,2 10,5 30,3 0,9 1,8 618
DP 71,4 351,2 378,6 1,5 10,1 0,3 0,5 155,0

COOH: acidez carboxilica; OH fendlico: acidez fendlica; DP: desvio-padrao.

@ Intensidade total de fluorescéncia em unidades arbitrarias (u.a) obtida pelo espectro de emissdo de uma solu¢do de AH e AF
(20 mg L de C) com excitacdo fixa em 456 nm. @ Cox: Capacidade de oxidac¢do. ® MMr: massa molar média obtida pela equagdo
y =3,99¢ + 490 no qual € é a absortividade molar em 280 nm com concentrag¢io em moles de 20 mg L' de Cyg ou Cyp.

AF, indicando que as SH servem como uma importante
fonte de compostos nitrogenados armazenados nos
diferentes Latossolos. Curtin & Wen (1999)
verificaram que as fracgoes soltveis de matéria organica
foram significativamente correlacionadas com o N-
mineralizavel do solo, e Jacquin & Vong (1989)
identificaram os AF como a principal fragdo alcalina
soluvel responsavel pela estabilizagéo de N adicionado
na forma de (1°NH,),S0,.

O teor elevado de N e baixo de C nos AH e AF
confere as SH uma baixa relacio C/N. Trabalhos
anteriores como os de Kumada (1965) e Stevenson
(1994) concebiam a humifica¢do como um processo de
aumento de condensag¢io quimica (uniao de molécu-
las com eliminacéo de agua) das unidades estrutu-
rais mediados geralmente por grupos nitrogenados.
Portanto, a incorporacéo ou os teores elevados de N
foram considerados como um atributo de materiais
bastante humificados. Neste trabalho, verificou-se
um teor elevado tanto de N como de O, além de teores
baixos de C indicando um processo bastante particu-
lar de estabiliza¢ido de material htimico com possivel
presenca de substancias humicas de baixa massa

molecular na fracgdo soluvel. Os AH dos Latossolos
apresentaram uma relacdo C/N média de 11 e os AF
apresentam valores ainda menores (préoximos de 6).
Valores excepcionalmente baixos da relagao C/N fo-
ram encontrados nos AF isolados do LLVj 3,5 aproxi-
madamente, que pode ser associado mais a involucao
quimica das SH do que estabilizagao pela atividade
biolégica. E possivel que a mineralogia predominada
por 6xidos de ferro impeca a evolugio das SH, geran-
do baixo acimulo de C e complexac¢io de formas de N
em reagoes com OH fendlicos. A relagdao O/Cé0,7 vez
maior nos AF do que nos AH, confirmando a maior
acidez desses compostos, o que permite sua solubili-
dade em qualquer valor de pH do meio.

Foi encontrada maior acidez total nos AF que
apresentam, em média, 1.990 cmol, kg'! com valores
oscilando entre 2.551 e 1.339 cmol, kg! entre os
Latossolos. Os AH apresentam média elevada de
acidez total (1.567 cmol. kg!) com valores oscilando
entre 1.980 e 1.296 cmol, kg'l. A acidez total dos AF
foi 1,27 vez maior do que a dos AH, um indicativo da
maior hidrofilicidade dos AF. A acidez total das SH é
alta e esta de acordo com o grau elevado de oxidagao e,
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portanto, com o elevado teor de O. Essa elevada
reatividade indica uma participagao significativa das
SH no desenvolvimento de cargas nos Latossolos. A
acidez fendélica foi responsavel por quase dois tercos
do H* na acidez total das SH. Como o pKa aparente
desses grupamentos é bem mais elevado do que o dos
grupos COyH, na faixa de pH normalmente
encontrada para os Latossolos, a carga liquida negativa
é praticamente devida a dissociacdo de CO,H que
aparece em menor proporcao na acidez total.

Os AH isolados do LVj e do LVwf apresentaram
valores mais baixos de acidez carboxilica (70,75 e
69,44 cmol, kg1, respectivamente) em relacdo aos AH
isolados dos demais Latossolos. Os teores de hematita
e goethita, no primeiro solo, e de Al**, no segundo,
aumentam a possibilidade de formacao de complexos
estaveis com Fe e Al. Mendong¢a & Rowell (1996)
mostraram o bloqueio dos grupamentos funcionais
oxigenados pela formacao de complexos. Esse bloqueio
pode diminuir a evolu¢do quimica das SH promovendo
acumulo de AF ou de AH com baixo grau de
humificacgio.

Os valores da rela¢ao E,/Eg variaram numa faixa
muito ampla, com valor médio de 6,5 para AH e 10,5
para os AF. Osvalores de E,/Eg para os AH variaram
de 4,0 para o AH isolado do LVAd e 8,9 para AH isolado
de LVd. J4a o maior valor de E,/Eq dos AF foi
encontrado no AF isolado do LBdf e os menores nos
LVAd e LVAdSf (9,3 para ambos). Essa relacgao foi
utilizada para caracterizar as SH em varios tipos de
ambientes por Kononova (1982). Foi observado
anteriormente por cromatografia que os valores dessa
relacdo decresciam com o aumento da complexidade e
heterogeneidade das amostras de SH, indicando que
esse atributo poderia ser utilizado para estimar o grau
de humificacio (Kononova, 1982).

Os valores da relagido em solos naturalmente
férteis, de clima temperado, sdo menores do que 5 para
AH e entre 6 e 8,5 para AF (Stevenson, 1994), valores
bem abaixo da faixa observada para as SH dos
Latossolos estudados. E possivel entdo indicar menor
grau relativo de complexidade quimica das SH dos
Latossolos em relacio aos solos de regiées de clima
temperado. Chen et al. (1977) verificaram que a
relagdo E,/Eq é governada, principalmente, pela massa
molecular, uma vez que o fenomeno do espalhamento
da luz no comprimento de onda do visivel é fortemente
influenciado pela massa molecular tanto quanto a
presenca de cromé6foros. Esses autores observaram
uma correlacio inversa e significativa entre E,/Eg e a
massa molecular média determinada por
cromatografia de exclusao ou por ultracentrifugacio.
Sendo assim, é possivel propor que os agregados
humicos compostos pelos AH apresentam tamanho
relativamente maior do que os formados pelos AF e
que esses sdo bem menores do que os observados para
SH de clima temperado.

Adicionalmente, foi realizada, neste estudo, a
estimativa da massa molar média das SH soluveis,
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utilizando-se a equagao de Ching et al. (1994) validada
pelo estudo de Peuravarouri & Pihlaja (2004). Os
valores absolutos da massa molar média obtidas dessa
forma podem ser usados para uma comparac¢ao
relativa entre as substancias obtidas com mesmo
procedimento experimental. Foram encontrados
valores entre 990 e 1.227 g mol'! de Cpy e de 507 e
887 g moll de Cup, respectivamente, ou seja, um
incremento médio de 63 % no tamanho do agregado
himico em relagdo ao agregado falvico. Essa
distribuicdo média da massa molar relativamente
pequena para as SH dos Latossolos é compativel com
os valores elevados de acidez total, carboxilica e
fendlica, da relacdo E,/Eg e com o baixo teor de C e
elevado de O encontrados anteriormente.

Asfiguras 1 e 2 apresentam os espectros de IV-TF
dos AH e AF isolados dos Latossolos estudados,
respectivamente. Os espectros apresentaram perfil
tipico de acidos organicos fracos e polipréticos (Colthup
et al., 1964). De modo geral, os espectros de AH
apresentam nove bandas de absor¢do bem definidas e
comum a todos: uma banda de absor¢io intensa, forte
e larga com centro em 3.380 cm'! (variando de 3.346
a 3.396 cm'!) devido ao estiramento de ligacoes O-H
de varios grupos hidroxilados, mas principalmente
acidos carboxilicos capazes de fazer liga¢oes hidrogénio
que alteram a frequéncia de estiramento provocando
o alargamento da banda de absor¢io; uma aguda e
bem definida banda de absor¢ao centrada em 2.929 cm'?
devido ao estiramento simétrico de ligagées C-H,
principalmente de grupos metil (CHg); banda de
absorcdo forte e larga com centro em 1.716 cm'!
(variando entre 1.722 cm'! e 1.712 cm!), atribuida
genericamente a presenca de carbonilas (C=0) em
cetonas e aldeidos; uma banda de absorc¢éao intensa e
alargada em 1.634 cm™! (1.625 e 1.635 cm'!) atribuida
a presenca de uma série de estiramento simétricos de
ligagées C=0 de grupos COO-, banda de Amida II e
quinonas; banda de absorcao centrada em 1.533 cm1,
devido a estiramentos C-C de anéis aromaticos
(indicador da presenca de ligninas) e sistemas N=C
conjugados; uma banda de absorcio em 1.447 cm'!
atribuida a deformacao de ligagbes C-H de grupos metil
e metilenos; uma banda de absor¢ido bem definida
centrada em 1.249 cm'! atribuida a presenca de
deformacéao de O-H em grupos carboxilicos e ligacées
éster (C-0O) e ainda a presenca de fendis; uma banda
de absor¢do centrada em 1.126 cm! e 1.035 cm'?
devida a estiramentos C-O de polissacarideos nos AH.
Por fim, as bandas de absorcao entre 800 e 900 cm'?
atribuidas a vibracgdes de ligagées C-H de grupos
aromaticos e de impurezas inorganicas e organo-
metalicas.

As principais diferengas entre os AH residem na
intensidade da banda de absor¢do atribuida a CHjy
(mais intensa nos AH LBdf, LAe e LVAdSf, com
aparecimento de uma absorc¢io adicional em 2.840 cm'?
atribuida a C-H de metilenos) e no alargamento da
banda de absorcdo em 1.634 cm™ nos AH isolados do
LBdfe LVAd. A anilise da regido de impressao digital
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(entre 1.400-900 cm!) revela uma similaridade muito Os espectros de IV dos AF sdo compativeis com a
grande na funcionalidade dos espectros de IV, mas maior homogeneidade estrutural desse conjunto de
que, no entanto, ndo sdao exatamente idénticos, agregadoshuimicos, apresentando-se de forma mais
indicando uma génese distinta para cada AH nos sete ~ simplificada, com absor¢des mais agudas e com
Latossolos estudados. sensiveis diferencas entre os tipos de AF. E comum a

3396,4 1635,5

AH LVj

AH LVAd

3382,9

AH LVAdf

4000,0 3500,0 3000,0 2500,0 2000,0 1500,0 1000,0 500,0
-1
cm

Figura 1. Espectros na regiao de infravermelho obtidos com transformada de Fourier de acidos humicos
(AH) isolados do horizonte superficial dos sete Latossolos brasileiros.
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Figura 2. Espectros na regiao de infravermelho obtidos com transformada de Fourier de acidos falvicos
(AF) isolados do horizonte superficial dos sete Latossolos brasileiros.

todos os AF a banda de absor¢io centrada em 3.419 cm'L,
atribuida a estiramentos O-H, mais alargada nos AF
isolados do LVAdS, LVj e LAe, que apresentaram um
ombro adicional em 3.228 cm'l. Essa banda de
absorcio centrada em 3.400 cm™! é bem mais estreita
no AF isolado do LBdf, indicando baixo grau de
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associacdo dessas SH. Os AF isolados do LLVj, LVwfe
LVd apresentaram ombro de absor¢do em 2.940 cm'?
atribuido a estiramento C-H de metilas.

A intensidade de emissao de fluorescéncia com
excitacio fixa em 465 nm (IF,q5) foi maior nos AH
comparada aos AF. Entre os diferentes AH, osisolados



CARACTERIZACAO QUIMICA E ESPECTROSCOPICA DE ACIDOS HUMICOS E FULVICOS... 59

do LBdf e do LVAd tiveram quase o dobro da IF 45 do
que os AH isolados do LLVj e do LVwf. Os AH isolados
do LLVd, LVAdf e LAe apresentam IF ;45 intermediaria
entre os extremos citados. Os AF isolados de LBdf e
LVd apresentam uma intensidade muito baixa de
emissio de fluorescéncia, enquanto os AF isolados de
LVwf e LVAdf apresentam uma intensidade
relativamente maior. A IF,45 pode ser usada com
objetivo de discriminar as SH (Senesi et al., 1991) e
estabelecer uma ordem relativa ao grau de humifica¢io
entre os AH e AF estudados. Milori et al. (2002)
obtiveram correlacgoes significativas entre a [F g5 € a
concentracdo de radicais do tipo semiquinonas e com
o grau de aromaticidade obtido por RMN 13C em AH
de diferentes fontes. O interesse dessa correlacio, de
acordo com Milori et al. (2002), vem da possibilidade
de interpretacio da teoria da humificacio no sentido
de identificar um aumento do grau de maturidade das
SH com a estabilizac¢io de estruturas conjugadas com
ressonancia de elétrons, tais como anéis aromaticos e
radicais livres do tipo semiquinonas que aumentam
de concentracgio com a evolugao quimica das SH (Zech
et al., 1997). Dessa forma, SH mais humificadas
devem apresentar, relativamente, maior intensidade
de emissao de fluorescéncia com excitagdo no azul
(Senesi et al., 1991). Segundo o indice IF 45, 0 grau de
humificagdo dos AH apresenta a ordem: LBdf = LVAd
> LVd = LVAdf > LAe > LVwf = LL\Vj, e a dos AF a
seguinte: LVAdf = LVwf > LVj > LVAd =LAe > LVd
> LBdf.

A capacidade de oxidagdo das SH determinada a
pH 7 (Cox;) esta associada a presenga de elétrons
disponiveis para reagées de oxirredugio, importantes
na complexacédo de ions, principalmente Fe (Struyk
& Sposito, 2001). A capacidade de transferir um mol,
para uma unidade de massa de um agente oxidante
forte (capacidade de oxidacdo, Cox) pode avaliar
indiretamente o grau de humifica¢do das SH, uma
vez que a quantidade de elétrons esta relacionada a
presenca de radicais livres do tipo semiquinona
(Baldotto, 2006). A Cox definiu assim o poder redutor
das SH, que foi compativel com o seu grau de evolugao
quimica (Baldotto et al., 2005). A Cox em pH 7 variou
de 1,51 a 3,48 mol, kg'! para AH e 1,04 a
2,45 mol, kgl para os AF.

Os espectros de RMN 'H de AH e AF isolados dos
Latossolos sdo apresentados na figura 3 e resultado
da integrac¢io das principais regides de deslocamento
quimico (8y) dos respectivos espectros, mostrados no
quadro 3. Os espectros foram divididos em trés regides
principais de dy. A primeira regido entre 0,2 e
3,0 Hz MHz! é geralmente assinalada como a de H
alifaticos, enquanto o final dessa faixa do espectro,
entre 2,0 e 2,8 Hz MHz!, pode ser atribuido a H
ligados a atomos eletronegativos (O e N). O &y entre
0,9e 1,3 Hz MHz! pode ser atribuido a existéncia de
H em grupos metilas de cadeias alifaticas ramificadas
ou grupos metilas em posi¢do terminal em longas
cadeias metilénicas. A segunda regido é compreendida
pelos 8y entre 3 e 4,5 Hz MHz! e atribuida a H ligados

a C o ligados a O e no caso de SH genericamente
atribuidos a presenca de polissacarideos. A terceira
regido, entre 6 e 8,5 Hz MHz!, é em virtude da
presenca de H em anéis aromaticos. Os AH
apresentam um conteddo bem mais elevado de H em
cadeias alifaticas hidrofébicas do tipo metila e metileno
com Oy entre 0 e 2 Hz MHz! do que os AF. Além
disso, os AH apresentam em média um teor de H na
regido de compostos aromaticos de 17 %, enquanto nos
AF essevaloréde 11 %. Os AF apresentaram menor
quantidade de H em grupos metilas (CHs) e metilenos
(CH,) do que os AH e, além disso, a quantidade relativa
de CH,, foi maior do que a de CH3 nos espectros dos AF.

Outra diferenca significativa com relagio a
distribuicdo de H nos AF em relacdo aos AH
corresponde a maior quantidade de H na regifo de oy,
entre 3 e 4,5 Hz MHz! que, corresponde
genericamente a regido de H-C-O, CH-C=0, e de
olefinas (duplas ligacées). Essa regido correspondeu,
em média, a 44 % dos H nos AF e a 33 % nos AH.
Essa maior quantidade de H ligadas a O esta de acordo
com a maior acidez total dos AF. O grau de
aromaticidade dos AH decresce na ordem: LAe =LVd
> LVj > LBdf = LVwf = LVAdf > LVAd, e o de
hidrofobicidade na ordem: LVwf > LBdf > LVAd >

AH LAe

i e /j
J M aF Ly}

AH LVwi % M AF LVwf

AF LVAdf

AF LAe

AF LBdf

AH LVj

_
A

—r
HzMHz"! 5.0

AH LVAdf

AF Lvd

AH LVvd
0.0

—rrrTr 11T
HzMHz"' 50 0.0

Figura 3. Espectros de RMN H! de acidos himicos
(AH) e fulvicos (AF) do horizonte superficial dos
sete Latossolos brasileiros
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Quadro 3. Distribuic¢ao relativa dos deslocamentos
quimicos (8) de hidrogénio em Hz MHz! obtidos
por ressonincia magnética nuclear (RMN) de
acidos himicos (AH) e fulvicos (AF) de sete
Latossolos brasileiros estudados

)

Latossolos” H alifatico H polissacarideo H aromatico

HzMHz!
0,2-3,0 3,0-4,5 6,0-8,5
%
Acidos Htimicos
LAe 45 34 21
LBdf 54 30 16
LVj 47 35 18
LVAd 53 35 12
LVwf 55 29 15
LVAdf 47 39 14
Lvd 52 27 21
Média 50 33 17
DP 4,0 4,2 3,5
Acidos Fulvicos

LAe 53 30 16
LBdf 42 46 12
LVj 46 40 14
LVAd 42 50 8
LVwf 46 42 12
LVAdf 49 47 5
Lvd 40 51 9
Média 45 44 11
DP 4,5 7,2 3,8

M T,Ae: Latossolo Amarelo eutréfico; LBdf: Latossolo Bruno
distroférrico; LVj: Latossolo Vermelho perférrico; LVAd:
Latossolo Vermelho-Amarelo distréfico; LVwf: Latossolo Ver-
melho acriférrico; LVAdf: Latossolo Vermelho-Amarelo
distroférrico; LVd: Latossolo Vermelho distréfico. DP: desvio-
padréo.

LVd>LVj=LVAdf>LAe. Ja para os AF, o grau de
aromaticidade decresce na seguinte ordem: LAe > LVj
> LBdf = LVwf > LLVd > LVAd > LVAdf, e o de
hidrofobicidade na sequéncia a seguir: LAe > LVAdf
>LVwf=LVj>LVAd =LBdf>LVd. A aplica¢ido da
RMN 'H permitiu observar que os AH sdo mais
hidrofébicos, menos acidos e com contetido maior de
compostos aromaticos. Por outro lado, as principais
absorc¢oes dos AF dizem respeito ao elevado conteudo
de grupamentos oxigenados -COOH, -OCH3, -C=0 e
OH de fendis, originados de polissacarideos de origem
vegetal como ligninas e celulose. Foi possivel, portanto,
estabelecer um processo de humificac¢io seletivo para
as SH dos Latossolos, ou seja, o processo de
humificagdo é bastante similar ao observado
anteriormente por Zech et al. (1997), que viram uma
diminui¢io na intensidade da regido dos espectros de
RMN atribuida a polissacarideos e aumento relativo
da intensidade da regido de grupos alifaticos e
aromaticos. Esta seqiiéncia é comum ao processo de
latossolizag¢ao dos horizontes superficiais.

Foi usada a técnica de estatistica multivariada
para discriminar as SH usando os atributos quimicos
como grupos de variaveis. Os resultados obtidos da
simulagao feita neste trabalho foram decompostos em
autovalores/autovetores. Esses autovalores
forneceram a variancia dos componentes principais.
Observou-se que 87 % da variancia total foi
representada pelos trés primeiros componentes
principais, podendo-se distinguir facilmente o grupo
dos AH e dos AF (Figura 4). Os componentes
principais, ao contrario das variaveis originais, nao
possuem significado fisico, mas podem ser
interpretados como uma combinacgio linear dessas
variaveis originais. No caso mostrado na figura 4,
por exemplo, as variaveis originais de maior peso

LVj

- LBdf

5.5

LVwf

ILVAdf

Lvd

Acidos Filvicos
—

LVAd

Acidos Humicos

cz

c3

-2.5
3 €1

Figura 4. Analise de agrupamentos em componentes principais.
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foram: relacédo E,/Eq > relagdo atomica C/H > relagéo
atomica O/C.

A figura 5 apresenta os resultados da analise es-
tatistica grafica utilizada com todos os atributos quimi-
cos analisados para discriminar ou agrupar os AH ou
0s AF, por meio da analise de componentes principais (ACP).
Neste caso, a ACP foi usada para julgar a importan-
cia das proprias variaveis originais escolhidas, ou seja,
as variaveis originais com maior peso foram as mais
importantes no ponto de vista estatistico.

Para os AH foi possivel observar 89 % da variac¢io
nos primeiros trés componentes. As variaveis de maior
valor para discriminar os AH foram: aromaticidade
por RMN > massa molar média > relacdo E,/Eg;. Foi
possivel observar claramente que, apesar da
similaridade funcional entre os AH, ha uma nitida
distingdo entre os diferentes Latossolos, evidenciando
uma identidade quimica particular para cada AH
(Figura 5a). Ja para os AF, observaram-se 86 % da
variacdao nos trés primeiros componentes, e as
variaveis de maior poder de discriminacio foram: o

(a)

LVj
LVAdf

LvAd| LYW

C2 4 | i “ 3.5

C3

(b)

/ LVwf
2 -

LVj LVAd

LVAdf

LBdf
Lvd

c2 | | [Ae I [ 8

Cc3

5
-6 c1 1

Figura 5. Dispersao (a) dos acidos humicos e (b) dos
acidos fulvicos isolados dos Latossolos em
relacao aos seus escores, nos trés primeiros
componentes principais.

1

indice de fluorescéncia (IF), a relacio E,/Eg, e a relacio
atomica O/C, respectivamente. Assim como os AH,
foi possivel observar que os AF possuem uma clara
similaridade funcional, porém também se distinguem

pela ACP (Figura 4Db).

CONCLUSOES

1. As andalises quimicas e espectroscopicas dos AH
e AF permitiram concluir que estes compostos
possuem caracteristicas estruturais diferenciadas.

2. Os AF apresentaram menor teor de C, maior de
O e de grupos acidos e menor nimero de bandas de
absorc¢ido bem definidas na regido do IV, além de mais
baixas relagio E,/Eg, massa molar média, intensidade
de fluorescéncia com excitacdo fixa em 465 nm,
capacidade de oxidacdo, grau de aromaticidade e
hidrofobicidade do que os AH.

3. Os dados da composic¢io elementar, acidez e
atividade redox das substancias htimicas foram
confirmados pelas analises espectroscopicas, indicando
que a génese das SH pode ser agrupada utilizando-se
atributos quimicos como grupos de variaveis.

4. A ACP permitiu obter uma identidade quimica
particular tanto para os AH quanto para os AF. Foi
possivel distinguir facilmente, pela analise de
agrupamentos, o grupo dos AH e dos AF.
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