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RESUMO

DE AGUIAR, Conceigcdo TamirisPadrdo estrutural das substancias humicas utilizanal
como modelo os acidos humicos de solos e vermicorsipo 2021. 41f. Dissertacédo
(Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Institde Agronomia, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

O processo de humificacdo da matéria organica o (8OS) assim como a identidade
estrutural das substancias humicas (SH) constitudos temas mais debatidos na ciéncia do
solo. Uma das principais discussfes envolvidas aiayritérios relatados para questionar a
teoria do humus que carece ainda de dados e artagéercientifica aceitavel. Neste estudo
colocamos em debate uma aproximacdo realizada adsdgs estruturais das SH,
especificamente dos acidos humicos (AH) que demagte, embora exista a necessidade de
estudos ainda mais aprofundados na quimica dosd)asueorias existentes séo validas e as
SH apresentam um padrdo estrutural Unico e caistaterindependente da fonte de origem.
De acordo com esta linha, o objetivo foi obter adrpes e as diferengas estruturais de AH
isolados de diferentes tipos de solos e de vernpostos mediante caracterizacao
espectroscopica®C NMR CP MAS e técnicas quimiométricas. Foi utii@aespectros de
oitenta amostras de AH previamente isolados e gadidis e outros pertencentes ao banco de
dados espectrais do Laboratério de Quimica Bioddgioc Solo. Os espectros pertencem a
amostras de solos classificados como Organossalms$olo, Cambissolo, Chernossolo,
Planossolo arenoso, ambos do Brasil, Ferraliticpp RGuba) e vermicomposto (Brasil).
Todos os AH foram obtidos mediante a metodologia Stiedade Internacional de
substancias Humicas (IHSS) e os espectf@s NMR CP MAS registrados nas mesmas
condicbes experimentais. Todos o0s espectros foraaliados utilizando o software
ACD/Labs 2020 1.1. A quimiometria foi realizada ie@phdo aos espectros analises de
componentes principais (PCA), curvas de resolugdltvariada (MCR) e analises descritivas
por meio do software The Unscrambler (version 10CHm o presente estudo concluem-se
que independentemente do tipo de solo e a fonferdeacdo do AH, as SH se formam, e
podem ser isoladas e caracterizadas. Todos os Asupm um padréo estrutural semelhante,
independente da origem, porém apresentam quansidadiivas diferentes de estruturas
quimicas em sua composi¢do. As diferentes quamidadtruturais geram propriedades
diferentes em cada AH como a hidrofilicidade, hidbicidade, aromaticidade e alifaticidade
e por tanto havera uma funcdo semelhante, porémrntensidades diferentes para cada AH.
Os dados indicam que as SH sdo um grupo de congposito identidade estrutural Gnica, e
diferente das moléculas que lhe deram origem. Sugee ndo existe um Unico processo de
humificacdo, portanto em cada fonte de origem sserdelvera uma humificacdo que
dependem das caracteristicas do ambiente e comeist® processo ocorre com diferentes
extensoes.

Palavras-chave: Matéria organica. Espectroscopia. Quimiometria.erbgdes organo-
minerais.



ABSTRACT

DE AGUIAR, Conceicdo TamirisStructural pattern of humic substances using humic
acids of soil and vermicompost as a mode2021. 41p. Dissertation (Master in Agronomy,
Soil Science). Institute of Agronomy, Federal Rusalversity of Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2021.

The humification process of soil organic matter K§Qas well as the structural identity of
humic substances (HS) is one of the most debatadston soil science. One of the main
discussions involved is, the criteria reported tesjion the theory of humos still lacks data
and acceptable scientific argumentation. In thiglgt we debate an approximation made to
the structural patterns of HS, specifically humicda (HA), which demonstrates that,
although there is a need for even more in-deptiestuon the chemistry of humus, existing
theories are valid and HS present a pattern uragdecharacteristic structural independent of
the source of origin. According to this line, thbjextive was to obtain the patterns and
structural differences of eighty HA isolated fronffetent types of soils and vermicompost
through spectroscopic characterizatitc NMR CP MAS and chemometric techniques.
Eighty previously isolated and published HA sammes others belonging to the spectral
database of the Laboratory of Biological Chemistiysoil were used. The spectra belong to
soil samples classified as Organosol, Latosols, liismto, Chernossol, Sandy Planossol, both
from Brazil, Ferralitic Rojo (Cuba), and vermiconsp@Brazil). All HA were obtained using
the methodology (IHSS) and®C NMR CP MAS spectra recorded under the same
experimental conditions. All spectra were evaluateing the ACD / Labs 2020 1.1.
Chemometrics was performed by applying principahponent analysis (PCA), multivariate
resolution curves (MCR) and descriptive analysingisthe software The Unscrambler
(version 10.4). With the present study, it is codeld that regardless of the type of soil and
the source of HA formation, SH form and can beatsd and characterized. All HA have a
similar structural pattern, regardless of origiant bave different relative amounts of chemical
structures in their composition. The different stawal quantities generate different properties
in each HA such as hydrophilicity, hydrophobicigypmaticity and aliphaticity and therefore
there will be a similar function, but with differeimtensities for each HA. The data indicate
that SH are a group of compounds with a uniquectitral identity and different from the
molecules that gave rise to them. It suggeststtiee is not a single humification process,
therefore, in each source of origin a humificatiaill be develop depending on the
characteristics of the environment and with tHag process occurs with different extensions.

Keywords: Organic matter. Spectroscopy. Chemometry. Orgamenals interactions.
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1 INTRODUCAO

A dinamica do carbono organico no solo constitui dws temas de maior debate na
atualidade nas ciéncias do solo. Existem hoje mumeshentos aos paradigmas dominantes
sobre os mecanismos que regulam o ciclo do carbmmosolo. Um dos principais
guestionamentos esta relacionado com a capacidadtgria organica para ser armazenada
no solo na forma de substancias humicas (SH), deindaque o paradigma do humus como
composto capaz de estabilizar quimicamente o carhorsolo se encontra sob reestruturagao
e reavaliacao cientifica.

Apesar dos questionamentos, o conceito de SH smaainda vigente e inclusive as
teorias de polimerizacdo de moléculas fendlicasusifinadas até hoje para explicar como a
degradacédo de fragmentos de ligninas por microsgars sao capazes de contribuir para
formacdo de composto himicos mais estaveis. A fgdimale SH permite explicar como
ocorre a incorporacdo de diferentes moléculas ¢ aama estrutura quimicamente mais
estavel, como as moléculas triazina e outros darites que podem fazer parte da fracéo
organica estavel no solo. Desta forma, as SH penmétinda entender as diferentes formas de
reacao que ocorrem no solo assim como suas inesagin as plantas (GERKE 2018; SEN
et al., 2020).

A humificacao € o processo natural mediante o gsi@H séo formadas em hamus ou
em denominacdo cientifica, em substancias humigés (HAYES e SWIFT 2020). No
entanto este processo tem sido também question&to geu lugar tem sido anunciado o
processo de modelo continuo do solo (soil continmuwdel -SCM, em inglés). Este modelo
expressa que a matéria organica intacta (vegetalireal) esta protegida fisicamente dos
microrganismos e em func¢do disso ha uma regulagdtedgradacdo onde aquelas moléculas
podem se transformar para compostos altamente dosdaomo &acidos carboxilicos
(LEHMANN e KLEBER, 2015). Da mesma forma, tem satiticada a propria existéncia das
SH como entidade quimica independente, baseadagumanto de que a estabilidade da
MOS néo se deve as suas propriedades quimicassetds e sim as condi¢cdes quimicas,
bioldgicas e fisicas do solo (SCHMIDT et al. 20INytadamente, estes mesmos autores tém
publicado mais recentemente um artigo onde relagaena dindmica da matéria organica no
solo é regida pela diversidade molecular dos cotopa® solo (LEHMANN et al., 2020).

Em reacgdo a estes novos postulados, os cientigtasirdus e quimicos do solo tem
publicado uma série de artigos que permitem afestapossiveis confusfes criadas pelo
debate atual. Em uma publicacdo recente, Olk ¢2@19) esclarece que o argumento de que
a metodologia padrao das IHSS produz artefatosiqosne fortes transformacgdes estruturais,
€ exagerado. Isto porque @ ®retirado da atmosfera de extragdo mediante gaskto com
N.. Além disso, nesse artigo sdo expostas evidégamsiemonstram que as extracdes de SH
com e sem atmosfera de 1@3o apresentam diferengas estruturais marcantes.

Por outro lado, Hayes e Swift (2018) relatam que hé@contradicbes aparentes dentro
do processo de humificagdo. Para estes autoresndidagdo constitui um processo de
transformacdes progressivas de restos de carbamani2 o processo de transformacao estes
compostos alcancam um grau estrutural tal quefazin as definicbes de AH e acidos
fulvicos (AF). Desta forma, estes compostos podemestabilizados pelas suas interacdes
com a fragcado mineral do solo.

Nesta mesma linha de entendimento, Piccolo (20163tnam que o processo de
humificacdo é dindmico, onde as moléculas que chegasolo interagem ndo s6 mediante
ligacbes covalentes, mas também mediante interabisfobicas. Desta forma, estas
moléculas podem chegar a alcancar uma organizagpraestrutural onde podem ser



liberadas em funcdo das mudancas que ocorrem ndg;@es fisicas, quimicas e bioldgicas
do solo.

Apesar destes conhecimentos, Piccolo et al. (20&88tam que a visdao de
supramolecularidade, como forma de organizacédo asgputural ndo tem sido o
suficientemente entendido. Estes autores argumeqgteras SH estdo no ambiente natural,
organizadas em funcéo de interagdes nao covaldrdeas do tipo van der Waals; , CH-

e ligacbes de hidrogénio, estando as SH em umilegoikentre a solu¢cdo do solo e aquelas
em interagao com a fragao mineral do solo.

Nosso laboratério de quimica biolégica do solo wvambém contribuindo ao debate
sobre o processo de humificacdo e validade estfutiais SH em diferentes ambientes. Os
trabalhos desenvolvidos pelo grupo de Garaialetem mostrado que os efeitos das SH em
plantas guardam uma relacdo direta com as cartatasi estruturais destes compostos
(GARCIA et al., 2016; VAN TOL et al., 2021). AssiBARCIA et al. (2019), relatam que as
SH apresentam um padrdo estrutural Gnico que éedte de qualquer outro grupo de
compostos do solo. O padrao estrutural comum perentender que os fragmentos com
maior labilidade em SH podem atingir a superfi@dicular e interagir com a membrana
celular, regular o metabolismo oxidativo e estimwacrescimento radicular nas plantas.
Labilidade e recalcitrancia sado propriedades deotes das caracteristicas e organizacdo
supraestrutural das SH e podem definir o tipo atensidade da bioatividade das SH nas
plantas.

Diante deste cenario, se fazem necessarias pesquasarea da quimica do humus.
Neste trabalho é abordado o estudo do padraowstrdas SH isoladas de fontes diferentes e
de diferentes regibes geograficas. Para isto, fdicado técnicas de caracterizacao
espectroscopicA’C NMR CP MAS de amostras de AH e empregado a @stasnacdes
estruturais as técnicas quimiométricas.

A hipétese de que as SH independente da origeresamiam um padrdo quimico
estrutural de origem Unico e por tanto sdo formadadiante um processo especifico de
estabilizacdo quimica, denominado humificagéo.

Para testar a hipotese a presente dissertacdmtemabjetivo geral:
Obter os padrdes e as diferencas estruturais des@élatlos de diferentes tipos de solos e de
vermicompostos mediante caracterizacdo espectrioscbic NMR CP MAS e técnicas
quimiométricas.

Para alcancar o objetivo geral, a seguinte deg&ottem como objetivos especificos:

a) Identificar as estruturas mediante espectroscGpiaNMR CP MAS e quantificar as
estruturas de AH isolados de amostras de solagimagd as classes dos Organossolo,
Latossolos, Cambissolo, Chernossolo e Planossadmoso, ambos do Brasil,
Ferralitico Rojo (Cuba), e vermicomposto.

b) Estabelecer padrées espectrais aplicando técneasdises multivariadas como os
componentes principais -PCA por meio da utilizagaguimiometria.

c) Estabelecer padrdes médios espectrais gerais pai@ tqpo de fonte aplicando
técnicas de andlises estatistica descritiva pop neeguimiometria.

d) Determinar e quantificar dominios estruturais pmed@antes nos AH aplicando
técnicas de curva de resolugcdo multivariada (MCRB) meio da utilizacdo da
guimiometria.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Defini¢Bes Atuais Sobre a Matéria Organica Hurficada e as Substancias Himicas

Durante muito tempo, o carbono organico na for&H tem sido reconhecido como
a forma de carbono mais amplamente distribuido laoepa. A definicdo tradicional e
operacional das SH expressa que podem ser idedtfictrés fracbes: Os acidos fulvicos
(AF), que sao soluveis a qualquer valor de pH;adod humicos (AH), insoliveis a valores
de pH inferiores a 2 e as huminas (Hu), insolieetpualquer valor de pH (SCHNITZER,
1978).

A sociedade internacional de substancias humit#8S) propde que as SH sejam
reconhecidas como misturas complexas e heterogéeeasateriais polidispersos formados
em solos, sedimentos e aguas naturais por reagdgsirbicas e quimicas durante a
decomposicao e transformacéo de restos vegetaisr@dmnos em um processo denominado
humificacdo. A lignina vegetal e seus produtosrdesformacao, polissacarideos, melanina,
cutina, proteinas, lipidios, acidos nucléicos, ipalas finas de carvéo etc., sdo componentes
importantes que participam desse processo (IHSH,)20

Em estudos mais recentes, varios autores temeseypado por entender e relatar as
novas evidéncias de SH podem ser definidas. DesdertOva (1966, 1975) e Hayes e Swift
(1978), a MOS pode ser dividida em:

1. Materiais inalterados: compostos organicos frescosio transformados de maior
tempo de deposicéo no solo.

2. Materiais transformados (HUmus): matérias vegetai® grau de transformacao
avancado onde as caracteristicas morfologicas m@&sentam semelhancas com os
materiais que Ihe deram origem. Esses materigd® esindensados e podem ou nao
estar humificados, eles se classificam em:

a) Amorfos: componentes humicos de cor marrom, difdaelos com base nas
propriedades quimicas e de solubilidade em acidwsidos (AH), acidos
fulvicos (AF) e huminas.

b) Outros componentes: compostos de classes recorlscitais como
polissacarideos, polipeptideos, ligninas modificadéc. Esses compostos
podem ser sintetizados por microrganismos ou sudlopos de modificacbes
dos detritos originais. Esses materiais, emborapomentes de himus, nao
seriam considerados como SH.

As definicbes de SH ganharam um novo entendimentoarir das evidéncias
supraestruturais enunciada por Picamlmol onde este grupo de pesquisa definiu as SH como
fragmentos heterogéneos que sao auto-organizadomid®s em solugdo por forgcas
dispersivas, como Van der Waals, e CH , e liga¢cfGes de hidrogénio em equilibrio com
fragmentos humicos de fase sélida (NEBBIOSO e PIDCR011; PICCOLO, 2016).

2.2 Caracteristicas Estruturais das Substancias Humicas Dentro da
Supramolecularidade

Para compreender melhor as evidéncias estrutueEsSiH se comportando como
supramoléculas, se faz necessario primeiro entersdeonceitos importantes sobre a quimica
das supramoléculas. A quimica supramolecular pedalafinida como a quimica do auto
arranjo das moléculas e das ligacfes intermolezulatém do entendimento molecular
mediante as interacfes ndo covalentes. As supranf@ge no entanto cumprem também com
as caracteristicas topolégicas e geométricas danicpi molecular. Em termos de
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caracteristicas topoldgicas, as estruturas supemnlares apresentacomposicaodefinidas
como o0 numero e tipo de moléculas presentes naaestputura. Também apresentam
constituicdo o que determina a interacdo entre as moléculasteEmos de caracteristicas
geomeétricas, as supramoléculas apresewmtamiguracao orientacdo de moléculas vizinhas
sobre uma determinada molécula no espaco 3D assita também apresentanformacao

se refere a forma global instantanea de uma esdratypramolecular no espaco 3D (TURRO
2005).

A supramolecularidade encontra sua base na capacities moléculas para alcancar tal
nivel estrutural mediante o “self assembly”, autago ou automontagem. A automontagem
molecular € um processo no qual, moléculas (owepatt moléculas) formam agregados
ordenados espontaneamente e nao envolve intervéngéana; as interacdes envolvidas
geralmente sdo ndo covalentes. Na automontagencuteniea estrutura molecular determina
a estrutura da montagem (WHITESIDES et al., 2002).

A automontagem apresenta alguns pressupostos quearmaa diferenca entre o
entendimento da quimica supramolecular e a quind&as moléculas, de acordo com
Whitesides et al., 2002, estas séo:

1. Componentes.Consiste em um grupo de moléculas ou fragmentos de
macromoléculas que interagem entre si e podemgseisi ou diferentes. Sua
interacdo leva de algum estado menos ordenado yrara&stado final mais
ordenado.

2. Interacbes As moléculas que interagem o fazem por meio desqguilibrio de
interacOes atrativas e repulsivas. Essas interag@@geralmente fracas e néo
covalentes (interacdes de van der Waals e Coulomtdracdes hidrofobicas e
ligacdes de hidrogénio)

3. Reversibilidade A associacdo na automontagem € reversivel permuige 0s
componentes ajustem suas posi¢cdes dentro de uigadgreepois de formado.
A forca das ligagBes entre os componentes, portaieiee ser comparavel as
forcas que tendem a rompé-los.

4. Ambiente.A automontagem de moléculas normalmente ocorreanmterface
que permite 0 movimento necessario dos componelesteracdo dos
componentes com seu ambiente pode influenciar niemée o curso do
processo. Transporte de massa e agitacdo. Para autemontagem ocorra, as
moléculas devem ser moveis.

Todos os elementos da supramolecularidade relatadtesiormente se aplicam a
estrutura das SH. O grupo de pesquisa de sisteom@ansoleculares humicos no meio
ambiente de Piccoloe col enunciaram que o0 modelo supramolecular constitmi u
entendimento mais avancado sobre como as moléarig&nicas interagem no solo
(SUPRAHUMIC, 2021). Para comprovar a organizacgoaestructural das SH, Piccaaol
desenvolveram uma metodologia de isolamento e temizacdo denominada como
humeémica (NEBBIOSO, A., e PICCOLO, A. 2012; DROS#4l., 2018).

Humeomics € um fracionamento quimico sequencial apliea extracdo utilizando
solvente organico, transesterificacdo com trifltmreée boro em metanol, hidrélise alcalina
metanolica e clivagem de ligacOes éter e glicoagdemm HI. A técnica fornece informacdes
estruturais sobre classes de compostos que comp@&Emus do solo. Assim, a humebmica,
funciona como uma ferramenta analitica que desdebmomplexidade dos compostos
hamicos do solo (Figura 1).
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Figura 1. Esquema que representa o processo de humeoméagtadar a estrutura da SH a
partir do modelo da supramolecularidade. Fonte pfatdo de Drosos et al. (2018).

Outros grupos de estudos também tém encontradérevadde supramolecularidade
na estrutura das SH. Autores como Wells (2019}amlague as SH possuem uma estrutura
baseada em associacfes supraestruturais consstameuma organizacao tipo hidrogels
onde h&d uma interacdo forte por interacfes semtelhas covalentes de particulas de
tamanho menor e igual anin de diametro e que séo encapsuladas por outratuess tipo
hidrogel polidispersas que interagem mediante fongermoleculares fracas ndo covalentes
(van der Waals, ligac&o de hidrogénio fraca, efeidmicos) de tamanho superior a 1 mm de
diametro.

A compreensdo da supramolecularidade humica terhaganimportancia desde a
década de 2000. Em Wells e Stretz (2019), se relat@ a partir do entendimento das
caracteristicas e interacbes das moléculas organaolo, € possivel que haja um nivel de
orientacdo espacial e uma elevada capacidadeeatagib apenas tendo em conta as ligacoes
de hidrogénio. Estes tipos de interacOes estarimplaanente favorecidas no solo pela
guantidade de compostos depositados e a elevadesidade de grupamentos hidroxilas de
diferentes naturezas quimica. Essas ligacfes ra@dtes de hidrogénio apresentam diferentes
formas e forcas de ligacdes e por tanto diversifisgpossibilidades para a automontagem
(Figura 2).
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Figura 2. Classificagcdo das ligacdes de H. Possibilidadesligecdo de hidrogénio
intermoleculares mais representativas e relevgrdes a MOS. Fonte: Adaptado de
Wells e Stretz, (2019).

Unido ao anteriormente exposto, os trabalhos debadwes por Fischer (2017)
também provaram que as SH em solo nativo sdo edpa&cite organizadas em ordem
decrescente de polaridade, o que significa que nstidbdes supramoleculares altamente
polares protegem subunidades menos polares consalugdo de solo livre e formam
camadas de polaridade descendente.

2.3 O Processo de Humificacdo

A humificacdo é o processo mediante o qual anmabdéganica do solo se transforma
em substancias humicas (HAYES e SWIFT 2020). Enmizein e Kleber (2015) se critica a
capacidade de formacdo no solo de SH mediante uprafifocesso de humificacdo que dé
lugar por meio de sintese secundaria compreendaimiais e enzimas.

Neste sentido, os estudos de De Nobili et al. RdRostram que as reacdes abidticas
espontaneas e catalisadas enzimaticamente de cenipsrde residuos organicos e de seus
produtos de decomposicdo oxidativa sugeridas pmdes do estado da arte sdo de fato
aquelas propostas pela maioria das descri¢cbesicaasde humificacdo. Estes autores
mostram que no solo é possivel ocorrer uma oxiddigéta e mediada de guaiacol por lacase
de cepas de fungos e bactérias selecionadas do @sloadicais fenoxi podem produzir
derivados quinonoides ou sofrer ataque nucleoficoum radical semelhante produtor de
dimeros, oligbmeros e polimeros marrons (Figura 3).
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Figura 3. Formacdo de compostos polimerizados no solota paracdo enzimatica. Fonte:
Adaptado de De Nobili et al. (2020).

Em condic¢des naturais do solo, também € possieeingrar a formacao de composto
poliméricos e oligoméricos diferentes em composigdestrutura daqueles que Ihe deram
origem. Estes compostos originados ndo estavarmaingente presentes em células vivas e
ndo se correspondem a nenhum metabdlito vegethecmo e por sua vez, podem até reagir
ainda mais com outros produtos intermediarios d®meosicdo. Esses compostos, de fato,
possuem todas as caracteristicas quimicas degueltesvisdes classicas de SH. Um exemplo
€ a acao das peroxidases de manganés (MnP) ensfqug@agem acoplada a da fenoloxidase
para produzir SH (DE NOBILI et al., 2020) (Figura 4
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Figura 4. Formacédo de oligbmeros no solo a partir de ag@mética sintetizadas por
fungos. Fonte: Adaptado de De Nobili et al. (2020).
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Quando se conhecem as possibilidades de interdg8asoléculas organicas no solo,
assim como a existéncia das sinteses secundac@m®ostos mais complexos e diferentes é
possivel entender a composicdo das SH. Nesse gemvidos esses processos, em seu
conjunto compdem o processo de humificacdo e aso8hhdas possuem uma diversidade
que responde a um conjunto de conhecidas moléuwaagindo entre si, como mostrado na
figura 5.
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Figura 5. Estrutura macromolecular proposta para os AHid:ohdaptado de De Nobili et
al. (2020).

Outra questdo criticada no processo de humificaggfitsiste na necessidade dos
microrganismos para sintetizar moléculas tdo coxaglLEHMANN e KLEBER, 2015).
Com o objetivo de mostrar as inUmeras possibilidatke sinteses secundarias que levam a
formagcdo de SH, € possivel obter na literaturaitesatura uma série de mecanismos de
sinteses secundaria que n&o precisa de requersnemeogéticos. E possivel entdo entender
que a formacdo de SH ou precursoras das mesmas gedesintetizadas a partir da presenca
feniloxidase ou peroxidase onde, além disso, céedicalcalinas de sinteses podem ser
encontradas no intestino da pedofauna (SCHNITZERO&IREAL, 2011).

Estes mecanismos foram relatados em Schnitzer eddlo(R011) onde se expde a
capacidade dos microrganismos e de transformacd@on&tica para a humificagdo de
compostos organicos simples como os acidos organ@minoacidos em moléculas de
policetideos (PK) grandes, complexas e diversas asstruturas alquilaromaticas,
poliaromaticas e polifendlicas. Este processo ¢mdé consistente com o0 segundo estagio de
humificacdo da MOS, ou seja, sintese de molécug@nicas complexas do solo (Figura 6).
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Figura 6. Vias que envolvem o0s processos bioticos e ab®tie humificacdo de oxoacidos
em PK em solos. Fonte: Adaptado de Schnitzer e &bi1(2011).

Ainda voltando a visao supraestrutural das SH;dRicet al. (2018) enunciaram que a
humificagdo consiste em uma segregacao inicialrpssga da solucdo aquosa do solo dos
compostos hidrofébicos pouco soluveis derivadosrdasformacao biotica e abiotica de
biomoléculas liberadas por células mortas. Essepaostos altamente hidrofobicos, como C-
alquil e C aromatico, sdo entdo adsorvidos na gramda superficial de minerais finos de
aluminossilicato mediante forcas dispersivas fradaafinidade matua com outras moléculas
hidrofobicas na solucéo do solo promove a adsqrgdgressiva de multicamadas de carbono
organico hidrofébicos para os agregados do solaci®nulo e persisténcia a longo prazo sao
responsaveis pela protecado que exclui a agua écodhios que a acompanham (Figura 7).
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Figura 7. Esquema representado de maneira hipotética a dia&lns compostos organicos
no solo em funcédo das interagcdes supramolecul&egido azulada representa a
solucdo do solo e a regido marrom representa @draplida do solo. As
representacdes estruturais mais densas (mais didirag) aparecem associadas a
fracdo soélida do solo representando a formacéougeamoléculas. A seguir uma
regido menos densa (mais hidrofilica) em estrutura representa compostos mais
simples, e ndo necessariamente humificados enagdercom a solugcéo do solo. A
figura também reconhece a presenca de element@dicogte microrganismos como
parte do sistema. A flecha azul expressa a ordenfodeacdo em relacdo as
propriedades das estruturas formadas. Fonte: An@adderin Garcia, notas da
disciplina de quimica da matéria organica do solo.

2.4 Uso de Técnica Espectroscépicas em Estado SOftC NMR CP MAS para
Caracterizacao das Substancias Humicas

O 3C NMR em estado sélido constitui um dos métodoRMEN mais utilizados para
caracterizar a MOS. O RMN em estado solido é uroaidé ndo destrutiva que permite a
aquisicdo dos espectros em amostras inteiras deesab mesmo tempo, utiliza pequenas
guantidades (100-200 mg) de amostra. Esta técrpoagivel de ser utilizada ainda nos casos
em que o solo é pobre em carbono ou contém ioasnagnéticos. Essa dificuldade pode ser
resolvida mediante o pré-tratamento com acido fitimo e acido cloridrico, desta forma se
melhora a relacdo sinal-ruido e reduz o nimercadeduras necessarias para obter espectros
de boa qualidade. Tanto a polarizacédo direta (RN a polarizacdo cruzada (CP) com
rotacdo de angulo magico (MAS) sdo amplamentezatiis, no entanto, a aquisicdo de RMN
CP-MAS é preferida por causa dos tempos de dectonmeais curtos que permitem que o
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espectro seja adquirido mais rapidamente (SIMPSOIS$IMPSON, 2016). Os sinais
detectados mediante esta técnica na MOS poderassanidos como mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 Variacdes de deslocamento quimid6 tipicas para constituintes encontrados na
MOS. Fonte: Simpson & Simpson (2016).
Mudanca
Quimica Estrutura do carbono Componente
(PPmM)

Lipidios, cadeias laterais  de
Compostos alifaticos nédo substituidaminoacidos encontrados em proteinas
com O ou N. Metileno ramificado (35€ cadeias laterais encontradas em
0-45 45 ppm), carbono de metileno dbiopolimeros, como lignina, cutina,
cadeia linear (30-34 ppm) e gruposuberina e taninos. GHle cadeia reta
metil terminais (15 ppm). de cadeias de polimetileno
encontradas na cutina
Carbono alifatico substituido_com %\minoécidos celulose / hemicelulose
45-65 ou N, em aminoéacidos (50-55 ppm) e. . e
: € lignina (metoxil carbono)
grupos metoxil (56 ppm)
Carbono O-substituido, carbonos do
65-95 anel aromatico em carboidratos Acgucares e celulose / hemicelulose
carbonos em éteres
Carbono alifatico substituido pati-
95-110 oxigénio e carbono anomérico ercgucares e celulose / hemicelulose
carboidratos (105 ppm)
Alguns aminoacidos, lignina, suberina,
carvao / biochar
145-160 Carbono fendlico Lignina, suberina
Uma gama de componentes, incluindo
aminoacidos / proteinas, acidos graxos
160-190 Carboxila, amida e carbono de éster (tanto moléculas pequenas quanto
aguelas encontradas em biopolimeros)
e lipidios ligados a ésteres
Uma gama de componentes, incluindo
180-220 Carbono carbonilico lignina, aminoacidos / proteinas e
produtos de degradacao

110-145 Carbono aromaticos

A partir da caracterizacdo da MOS, especificameasefracdes como os AH, AF e Hu
€ possivel identificar os carbono em cada estrutura. As técnicas e 0s
aparelhos permitem definir e assinalar os carbpnesentes em cada posi¢cao dos fragmentos
estruturais. Nos trabalhos publicados por Keeleralet (2006) varias funcionalidades
estruturais foram identificadas, tais quais lipsdioarboidratos, aromaticos, polipeptideos e
carbonil/carboxil. Dentre as fragcbes humicas, @instse que as concentracdes de lipidios
estdo na ordem acido humico> acido fulvico = humipara carboidratos, acido
fulvico>humina>acido humico; para carbonos aronadticacido humico>humina>acido
fulvico; para polipeptideos acido humico>acido fb»humina e para espécies
carbonil/carboxil € humina>acido humico>acido fatyi mas as diferencas sao pequenas. No
quadro 1 a seguir se mostra uma caracterizagcatha@sados tipos de carbonos em cada
estrutura.
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Quadro 1. Mudanca quimica para as regides mais importadstificadas mediant&C
NMR CP MAS. Fonte: Compilado adaptado de Autor dekecido (Lindeman e
Adans, 1971; Pouchert et al., 1993; Preston, 1882erstein et al., 1991; Watanabe
et al., 1989; Cavanaugh, 1996).

Ne.in  Estrutura IC Mudanga quirmica Mo, in Estrutura IWC Mudanga quimica
Fig. 2 (ppm} Fig. 2 (ppm}
n
i, .
1 R=—C=—R v (13 105
A E. R’ = alkyl 20 Wl *CHLOH (2173
B R.R =aryl 197 o P o (3) 76
c R = alkyl, i = aryl 1% 0. -5 () 88
E R=H, R =alkyl a1 3 0 (5175
G R=H, R =anyl 192 e H S (6} 64
| Polypeptide backbene 175 HO
Il L,
n Ri={=R" Wil R=0=CH,
A R =alkyl ) 23
B Ro= aryl 54
*
A R, R = alkyl m Vi F=—CH=~FR’
B . R =aryl 165 A R, R = alkyl 3]
C R = alkyl, R" = aryl 167 B R, R'= aryl 42
] Ro= anyl, R = alkyl 169 c R = alkyl, B = aryl 15
E K= H. R = alkyl 151
F R =M™, R = alkyl 187 1% R,RCH
G R=H. R =aml 173 A R. R = allkyl 41
H R=M™ R=aryl 179 C R =alkyl, R = aryl b3
1 Polypeptide backbone 5
o
: : O
m 0 —R X CH—~C—R
A R = alkyl 3
B R=ary o
-
A R = alkyl 1600 X1 f—CH—CO,R"
B R = aryl 158 A R = alkyl kS|
E R=H 155 (R" = aryl or alkyl)
E R =M™ 169 B K =aryl 41
{R" = aryl or alkyl)
v —R
X1l CH=R
AA R = alkyl 145 A R =alkyl 125"
BB R =anyl 141 B R=anyl 21
O KR=H 129

* Chemical shifls are a summary of those reported i the lieratine (Lindeman and Adsms, 19710 Pouchert & al, 1993; Preston, 1992
Silverstein et al., 1991; Walanabe et al, 1989; Cavanaugh, 1996)
* Depending oa chain structure and length.

Uma questao importante também esta relacionadaoquexrdo espectral das SH. Um
exame visual dos espetros dos AH extraidos deedifes fontes mostra que a quantidade de
estruturas presentes € o fator que mais diferepeiaompostos hamicos. Isto porque os
espectros apresentam em geral picos nas regidegdsfe discutidas na tabela 1. A figura 8
mostra a presenca e a forma dos picos predominamesima amostra padrdo de AH
(GARCIA et al., 2019).
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caracteristico extraido de um solo organico nadestl® Rio de Janeiro, Brasil. Fonte:
Garcia et al. (2019).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem dos AH

Os AH utilizados neste estudo foram obtidos a pddi banco de espectros de SH
pertencentes ao Laboratorio de Quimica Biol6gic&dim (LQBS). Este banco de espectros
tem sido enriquecido periodicamente com espectass3H e suas fracdes caracterizadas
durante a trajetoria de pesquisa do laboratorimmassmo dos trabalhos em colaboracdo com
outros laboratérios. Os espectros utilizados nestiedo foram todos obtidos sob as mesmas
condicbes experimentais em um aparelho de ressanaragnética nuclear, localizado no
Centro de Analises Quimicas do Instituto de QuirdedUFRRJ).

Os espectros dos AH provenientes de amostras den@sgolo, aparecem descritos
em Garcia et al., (2016). Os espectros dos AH igxisade amostras de Latossolo foram
previamente publicados em Assuncdao et al. (2008%).espectros utilizados dos AH isolados
de amostras de Planossolo arenoso estdo desarnit@omes et al. (2018). Os espectros dos
AH obtidos de Cambissolo e Chernossolo estdo descem Vioratti (2020). Os AH
extraidos de amostras de solos de Cuba, classiicammo Ferraliticos rojos, foram obtidos
na regido pertencentes a provincia de Artemisatenmem ao acervo do LQBS. Os espectros
dos AH obtidos a partir do processo de vermiconguesh (VC) estdo caracterizados de
acordo com Garcia et al., (2016).

Tabela 2 Caracteristicas dos solos utilizados no estudo.
Fonte: Garcia et al. (2016), Gomes et al. (2018%uAcéo et al. (2019) e Vioratti (2020).

Identificacéo AH - Localizacdo Uso Profundidade Drenagem Textura
Origem Municipio/Estado da camada do Solo
Organossolo Garcia et Santa Cruz/Rio de - Horizonte - -
al., (2016) Janeiro Histico
Latossolo Assuncdo Guaira/ Parana Safras de 0-0,05; 0,05 — Bem Muito
et al. aveia no 0,10; 0,10 - drenado argilosa
(2019) inverno e 0,20m
feijdo no
verao
Planossolo Gomes et Seropédica/ Rio d¢ Manejo de 0,00-0,20cm Boa Arenoso
al. (2018) Janeiro grama drenagem
Cambissolo  Vioratti Pinheiral/ Rio de Pastagem A moderado Bem Argilo-
(2020) Janeiro com colonido drenados arenoso
(Panicum
maximum
Jacq.)
Chernossolo  Vioratti Pinheiral/ Rio de Pastagem A chernozémico Bem -
(2020) Janeiro com drenados
braquiaria
(Urochloa
decumbes
Stapf.)
Ferralitico Acervo do Artemisa/Cuba - - - -
Rojo LQBS
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3.2 Isolamento e Purificacdo dos AH Utilizados NestEstudo

Todos os AH foram isolados e purificados seguindmetodologia proposta pela
Sociedade Internacional de Substancias HamicasS(Ildigla em inglés) e de acordo com o
protocolo metodoldgico descrito por Swift (199a) eondi¢cdes padronizadas para todos os
estudos. Para a obtencédo dos AH a partir das aasadtr solos coletadas, foi feito um pré-
tratamento inicial com HCI (0,fnol L™) objetivando a eliminacdo dos sais soltveis. Em
seguida, uma lavagem com KOH (0,01 md) foi realizada para diminuicdo do pH préximo
a neutralidade. Posteriormente, a extracdo do hdwoiusealizada com a adigcdo de uma
dissolucdo de KOH (0,1 mol™) & uma massa de amostra de solo em proporcées He 10:
(v:im) sob atmosfera de, a mistura mantida em agitacdo mecanica durdnle Bpds este
procedimento, foram necessarias mais ou menos témd$oras para que a mistura fosse
mantida em repouso, logo, foi feito a retiradapasacdo do sobrenadante (hiumus liquidos) e
da fracdo solida (fracdo humina impura). Postersmtien 0 himus liquido foi centrifugado a
10.000 g durante 30 minutos e recolhido o sobrenadante a gontém as fracdes de
substancias humicas dissolvidas correspondentesth@saos AF.

Foi realizada a separacdo das fracdes humicashwuiizso (AH e AF) por meio de
precipitacdo dos AH. Com isso o pH do humus ligdaajustado (AF+AH) até o valor de
2.0 por gotejamento de uma dissolucdo de HCI (&D bi') e assim mantido em repouso
durante 16 horas. Através deste procedimento, ogjddHsao insollveis a pH inferior a 2.0
precipitaram, enquanto os AF se mantiveram disdo$viLogo para a obtencdo dos AH, a
mistura foi centrifugada a 5.00§ por 10 min e o sobrenadante foi vertido, e loge est
processo de centrifugacéo foi repetido por trégsez

Os AH foram purificados mediante adicdo de umaotlissio de HF (0,3 mol.t) +
HCI (0,1 mol. 1Y) e agitacéio por 24 horas. Em seguida, o sobretadancada processo foi
descartado e os AH lavados com abundante aguaegnérscia, os AH foram redissolvidos
em uma dissolucdo de KOH (0,1 mol')Le logo adicionada uma solucéo de KCI (0,3 mol. L
1). Apés este procedimento o material foi levad@mpmantrifuga e entdo centrifugado a 4.000
g durante 15 min e o sélido precipitado descartAdseguir, os AH foram reconstituidos pela
precipitacdo por meio de diminuicdo do pH mediamtigédo de HCI (6.0 mol. ). Logo, os
AH foram dialisados utilizando 4gua deionizada emim&na SPECTRA/POR7? dialysis
tubing, 1 kD, até a condutividade elétrica da aglegonizada ndo apresentar valores
superiores a 1S e até teste negativo para ionsd@m AgNQ. Ao término deste processo,
os AH foram congelados em frezer a -80 °C e pasteante liofilizados.

3.3 Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nucteam Estado Soélido do Isétopo do
13C em Polarizacdo Cruzada e Rotacdo no Angulo Magid€P MAS *C-NMR)

Todos os espectros dos AH foram obtidos nas mesomakcdes experimentais com a
utilizagdo da técnica de ressonancia magnéticeeau¢RMN) em estado solido. Para isto,
langou-se mao de técnicas adicionais consistentegoéarizacdo cruzada (CP) e rotacdo no
angulo magico (MAS). A anélise de CP MAE-NMR foi realizada em um aparelho Bruker
AVANCE Il RMN a 400 MHz, equipado com probe de 4 mlarrow MAS e operando em
sequéncia de ressonancia’d® a 100.163 MHz. Para a obtenc&o dos espectrosamagiais
das amostras dos AH foram colocadas em um rotatagamnostra) de Didxido de zirconio
(ZrO,) com tampas de Kel-F sendo a frequéncia de gir8 del kHz. Os espectros foram
obtidos pela coleta de 3000 data points para o mesimero de scans a um tempo de
aquisicao de 34 ms e com recycle delay de 5s. Pdeta contato para a sequéncia em rampa
de 'H ramp foi de 2 ms. A coleta e a elaboracdo esgefdram realizadas utilizando o
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Software Bruker Topspin 2.1. Os decaimentos lidesnducao (DLI) foram transformados
aplicando um zero filling igual a 4 k e posterionteeum ajuste por funcéo exponencial (line
broadening) de 70 Hz.

Para que o trabalho fosse realizado foi utilizad&@ajtware ACD/Labs v.12.01
(Freeware Academic Edition). No total, oitenta esfms foram trabalhados, de forma
padronizada, isto é, todo o trabalho em softwarat@mlmente introduzido em cada espectro
por igual. Inicialmente os espectros foram subrostid correcdo da linha base, tomando
como referéncia o zero e inicio (0 ppm) e final)(dpm) utilizando a ferramenta “set point”.
O algoritmo “smoothing” foi utilizado em todos ospectros com o0 objetivo de reduzir o
ruido e aumentar a relacao sinal ruido. Para tartemoothing” foi realizado em polinomial
de 5to grau tomando como referéncia o espectro e@®mnrelacdo sinal ruido. Entdo, os
espectros foram salvos em formato ACD spectrunsif).e em JCAMP (*.jdx; *dx).

Trabalhados e salvos como *.esp 0s espectros ferado divididos por regides,
sendo estas regifes assinaladas em fungdo do dipoardbono caracteristico e de seu
deslocamento quimico (ppm), utilizando a ferraméR&akPicking”. As regides entdo foram
integradas para a obtengcdo da quantidade rela@vestiuturas em funcdo da area total do
espectro, utilizando a ferramenta “integration nahuAs regides integradas foram as
seguintes: Carbonos alquilicos n&o funcionalizg@&ui-H,R): 0-45 ppm; C-metoxilas e
N-alquil-C (Guqui-O,N): 45-60 ppm; O-alquil C (gqui-O): 60-90 ppm; di—O-alquil C
(carbono anomeéricos) ffqui-di-O): 90-110 ppm; carbono aromaticoafmaicoH,R): 110-
140 ppm; O,N—-aromatico C ffematiccO,N): 140-160 ppm; carboxila C {ecH,R): 160—
185 ppm e carbonilas C {&): 185-230 ppm. O indice de aromaticidade foi dabbo
segundo a férmula: EomaticoH,R) + (Caromaiicc©O,N) *100/ area total e o indice de
alifaticidade foi calculado como: 100 - aromaticida(%). O indice de hidrofobicidade
(HB/HI) foi calculado como segue: (0 ppm-46 ppmj1#0 ppm-156 ppm) / (46 ppm-110
ppm) + (156 ppm-186 ppm) (SONG et al. 2008).

3.4 Aplicacdo de Técnicas Estatisticas aos DadogEstrais por Meio de Analises
Quimiométricas

3.4.1 Carregamento dos dados espectrais

O Software The Unscrambler (version 10.4) (Camdvaoe AS, Nedre Vollgate 8,
Oslo, Norway) foi utilizado para a realizacao déato trabalho quimiométrico.

Os espectros d&€C NMR CP MAS foram carregados mediante “import tatas
arquivos espectrais salvos na forma de JCAMP.

3.4.2 Anélises quimiométricas a partir dos dados psctrais *C-NMR CP MAS

Foi gerado com o carregamento dos espe¢i@dMR CP MAS uma matriz inicial
de samples: variable (80 x 4096). A matfig-NMR CP MAS foi submetida a plotagem de
linha para inspecdo visual e, posteriormente, arimdbi transformada mediante
“normalization”, “smoothing” e correcdo da linhaska(baseline correction-baseline offset-
linear baseline correction).

Mediante a ferramenta matriz de cor “matrix plo#, matriz transformada foi
submetida a plotagem. Objetivando a obtencéo dquetres médios, a ferramenta utilizada foi

a estatistica descritiva “descritive analyses” €@ matriz “results” foi acessada para
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plotagem na forma de linha da média obtida na ssmal matriz correspondente aos espectros
médios para cada classe de solo foi entdo acresieert matriz original para andlises

multivariadas dos dados. Os graficos de quartifoesm utilizados para mostrar as maiores
variabilidades das regides dos espectros e um Zooaplicado nestas regides para melhor
mostrar os graficos “box-plot”.

A matriz normalizada foi utilizada para realizaraamlises de componentes principais
(PCA). O modelo adotado para a PCA utilizou umltdeasete componentes, identificacdo
automética de outliers e data centralizada na médaiautilizado um algoritmo NIPALS
(Non-linear Iterative Partial Least Squares al¢ont e uma validacao de “cross validation”.
Os scores e loadings foram apresentados em grdfitaventes e estes Ultimos plotados na
forma de linha para a visualizacéo dos pesos maafale padrao espectral.

As andlises de curva de resolucdo multivariada (M@&am realizadas para
decompor a matriz complexa dos espectr@&sNMR CP MAS, uma vez que o modelo de
PCA ja foi estabelecido. As restricdes das andlisemm estabelecidas para espectros nédo
negativos (non-negative spectra) e concentracfe® m&gativas (non-negative
concentrations). Duas novas matrizes sdo obtidadiamte estas analises, uma matriz
correspondente a concentracdo de cada componenteitea aos espectros puros separados
de acordo com o peso de cada componente. Nestdogstupeso dos componentes
apresentados corresponde com o padréo espectrabidgsrimeiros componentes.

Para obtencdo dos espetros médios, a ferramefizaddi foi & estatistica descritiva
“descritive analyses” e entdo a matriz “results#ssada para plotagem na forma de linha da
média obtida na andlise.

Os testes estatisticos de comparacdo de médias amtclasses de solos foram
realizados para todos os tipos de estrutura peserda matriz original correspondente as
quantidades relativas de cada tipo de carbono. iBEraa ferramenta “statistical test” foi
acionada e inicialmente foi realizado um teste demalidade para cada tipo de carbono
mediante o método de Kolmogorov-Smirnov normakst ia 5% de nivel de confianca. Apos
confirmacdo da normalidade dos dados foi verificagguivaléncia da variancia (equality of
variance) mediante o teste de “Bartlett's test”. &@guida as médias foram comparadas
mediante Student's t test para variancias iguais.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Padrbes Estruturais dos AH no Contexto Atual Soe a ldentidade das SH e o
Processo de Humificacao

O que distingue as SH do resto dos componentesnioogado solo € a sua
complexidade estrutural (GARCIA et al., 2019). Ammexidade estrutural das SH responde
as caracteristicas especificas que sdo impressaganaomposi¢cdo durante o processo de
humificacdo pelo qual cada uma dessas substanaiasitbu até a sua formacdo. Neste
estudo, uma interpretacdo da complexidade esttutiasa SH serd realizada em funcéo do
entendimento de uma organizacdo supraestruturab @mnciada por Piccolo et al. (1996,
2002, 2011, 2012).

Ha razdes para entender que as caracteristicasosmigmais, organizacionais e
conformacionais das SH se correspondem com umagstrsupramolecular. Autores como
Wells (2019) tem relatado as caracteristicas quaisne fisicas das supramoleculas humicas
em termos termodinamicos. O entendimento da supeanlaridade como base quimica tem
como pressuposto de que nesse sistema coexistensiranitaneo as caracteristicas
composicionaisquantidade de moléculas que compde o sistemagresitucionais nimero
de moléculas por cada estrutura supramoleculate asnfiguracao orientacdo de moléculas
vizinhas sobre uma dada molécula em um espacméidiional e as deonformacaoforma
global instantanea de uma estrutura supramolecalaspaco tridimensional.

Essas caracteristicas supramoleculares estdo fmesms SH e essa compreensao
passa pelo entendimento da humificacdo, processhanie o qual as SH se formam. O
entendimento mais moderno do processo de humificachica que a estrutura das moléculas
que sao depositadas nos solos domina a dinamicardono organico, isto €, suas interacdes
com o0s outros componentes do solo, seu estoquessd&nde gases. As SH por tanto, se
formam a partir do depoésito das diferentes molécglae sdo naturalmente distribuidas no
solo em funcdo das propriedades quimicas como fbidcidade, polaridade, onde, os
fragmentos mais hidrofobicos serdo termodinamicaeneepelidos da solugdo do solo e
permanecerdo em interacdo na fase solida. Desta fas fragmentos na solucdo do solo e na
fracdo solida vao se enriquecendo e aumentandocaumgplexidade e massa molecular
mediante forcas de interacbes fracas como van daals)V - e CH- e ligacdes de
hidrogénio até chegar a uma supramolecula himiEB[RISSO e PICCOLO, 2012).

Quando entendidos o0s conceitos anteriores, entamos@reende que, a estrutura
quimica das moléculas precedentes e das postefbressultantes, é a responsavel por gerar
as propriedades quimicas da MOS e estas definesuas fungbes. Essas propriedades
quimicas dependem entdo da composicao e configuestéutural das SH que no solo, sdo
potencializadas pelas condi¢cdes quimicas e figicesentes. Pelo anteriormente explicado &
gue na literatura se relata a formacéao e presen@idem todos os tipos de solo, porém, elas
sdo diferentes em termos estruturais e em conseigsésuas propriedades e funcbes séo
diferentes. A partir desta linha de raciocinio sspiende entdo que em cada tipo de solo
havera um processo de humificacdo especifico, diepés das variaveis presente nesse
ambiente, tais quais: estrutura das moléculas dapes, estruturas das SH formadas e das
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do B8RYES e SWIFT 2020, GARCIA et al.,
2012, OLK et al., 2019).

No entanto, nos ultimos anos, uma série de puldiesa¢em apresentado diferencas
sobre o0s processos que dominam a dinamica do carn@énico. Estas publicacdes tém
teorizado sobre os fatores ambientais no solo amsnarincipais reguladores dos fenbmenos
de estoque e emissao de carbono orgéanico (LEHMAKNEBER, 2015, 2019). No entanto,
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este mesmo grupo de autores vem reconhecendo eflitagibs mais recentes que a
diversidade molecular (estruturanainterpretacéo do autoj-dos compostos depositados no
solo direcionam os fendbmenos de transformacdo exaigo da MOS. Ao mesmo, estas
diferencas tém sido esclarecidas em varias publésados cientistas da quimica do humus
(HAYES et al.,2018; DENOBILIet al.,2019; OLKet al.,2019; GARCIAet al.,2019).

4.2 Andlises EspectroscopicEC RMN CP/MAS das Amostras de AH de Solo e
Vemicomposto

Em todos os espectros de todos os AH foi obseraapi@senca dos mesmos grupos
de compostos: carbonos alifaticos ndo funcionatigael carbonos alifaticos funcionalizados,
carbonos aromaticos ndo funcionalizados e fundiredds, carbonos carboxilicos e carbonos
carbonilicos. A assinalacdo dos espectros por esgifdicando as estruturas do carbono
presentes nos AH aparece a sequir:
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Tabela 3 Assinalacdo dos espectros por regides indicas@stauturas do carbono presentes nos AH. Foraei@

Regiédo Descricdo Tipo de C Origem/Sinal (ppm)
/Deslocamento Cuba Latossolo Organossolo Arenoso VC Chernossolo Cambissolo
(ppm) (Ferralitico (Planossolo) (Vermicomposto)
Rojo)
0-45 Estruturas -CHs-R terminais, 23.8,25.18  19.04, 14.4 25.5 22.7 16.6, 18.9,25.3
alifaticas do tipo onde R pode ser um 24.9 21.14
Caitaticos— (H,R)  grupo alifatico ou
aromético.
-CH (RR-*CH) e 30.7e414 32.6 32.24 32.96 32.2e4238 29.8 43.8
metileno R-*CH-
COR’, onde R e R”
podem ser grupos
alifaticos ou
aromaticos
45 - 60 Estruturas Metoxilas (RO-*CH) 56.4 50.8 55.2 56.1 55.2 55.01 55.6
alifaticas onde R e R” podem
funcionalizadas ser grupos alifaticos
do tipo Gitaticos— OU aromaticos
(O,N). presentes em
fragmentos de lignina
e C de polipeptideos
(-CO-*CHR-NH).
60 - 90 Estruturas -C2 e C6 em729 - 70.7 72.1 66.6, 69.6 e 71.6 70.7 71.2
alifaticas monossacarideos de
funcionalizadas celulose e
do tipo Giaicos— hemicelulose.
0.
90-110 Estruturas Anomericos C1 de 104.6 106.4 103.9 106.8 103.1 105.0 -
alifaticas celuloses e
funcionalizadas hemicelulose
do tipo Gitaticos—
di-O.
110 - 140 Estruturas -C1(S) de siringil; 111.4, 116.3 113.1, 127.8 116.3, 123.6,114.8, 128.8 114.5, 116.7,114.4,
aromaticas ndo C2(G), C5(G) e C6(G) e 129.3 123.9 136.9, 142.8 129.7 130.4

funcionalizadas

em unidades guaiacil;

20



do tipO C;lromélticos
- (HR).

C5-C5’' em unidades
5-5 de ligninas; C e
C em sistemas
CaromaticosCH=CH-
CH,OH e C
CaromaticosCH=CH-

CHO.

140 - 160 Estruturas -C1 funcionalizados 149.0, 153.0 137.9, 152.3 152.9,163.8 147.5,151.9 153.8 141.8,
aromaticas ndo com grupos éter em 147.2 151.3
funcionalizadas unidades G; C4
do tipo Gromaticos funcionalizados com
- (O,N). grupos éter em

unidades G; C3-C3°
com funcbes éter em
unidades S.

160 - 185 Estruturas -C carboxilicos de 172.5 167.7 170.9 175.9 171.9 172.5 173.0
carbonos fragmentos de
carboxilicos, hemicelulose e
ésteres e amidasaromaticos
(CcoorrH,R,N).

185 - 230 Estruturas Fragmentos de 209.2 204.4 205.8 210.0 209.7 206.4 208.4
carbonos cetonas e aldeidos

carbonilicos, de
aldeidos e

cetonas (g-)-
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A assinalacdo dos espectros demonstra que indegienda origem, os AH séo
compostos predominantemente por fragmentos de sacigtaxos, peptideos, celulose,
hemicelulose e ligninas (KEELER et al., 2006). Pamto estes AH no solo, apresentam
unidades monoméricas semelhantes, com padrdo edpseemmelhante. Estas unidades
monomericas sao formadas a partir do autoarrargteslédragmentos como parte do processo
de humificagdo, chegando a adquirir a forma organanal supraestrutural (NEBIOSSO e
PICCOLO, 2012).

Os espectros®C NMR CP/MAS das amostras de AH analisadas nediede@s
contribuem para o debate posto anteriormente nelatah Os espetros mostram que ha
formacdo de compostos humicos, os AH, independisterigem e estes AH possuem um
padrdo estrutural construido pela presenca de &amg®m semelhantes, porém com
quantidades relativas diferentes. Estas observalmseaH diferentes mostram que em todas
essas fontes ocorreu um processo de humificac&eiéisp que levou a formacédo de uma
estrutura Unica, os AH, diferentes daquelas quédiieorigem (Figura 9).

As funcbes, portanto, dos AH no solo se derivamtadédsrma supraestrutural.
Especialmente a supraestrutura, geram as propasdadstas definem a principal funcéo das
SH que é a preservacédo do carbono organico no(8di LS, 2019). Essa propriedade é
gerada a partir da heterogeneidade estrutural tesizmada na figura 9, onde ligagcbes de
hidrogénio entre fragmentos de acidos benzénidends (distancias de ligacdes H-H 2.432
A° e 2.481 A° respectivamente) presentes nas estsutios AH (WELLS, 2019), além das
interacOes fracas hidrofobicas (entre cadeiastiahf® anéis aromaticos, sistema& CH- ),
sdo o suficientemente fortes para garantir a riédalcia quimica, isto €, menor acesso dos
microrganismos a essa fonte de carbono e portaetmmiaxa de decomposicdo. A0 mesmo
tempo, este autoarranjo supraestrutural que posigomeer a um equilibrio metaestavel
(WELLS, 2019) ainda pode garantir uma instabilidapeémica suficiente para garantir,
mudancas de pH, for¢a idnica no solo, separacéimadenentos da supraestrutura e a sua
eventual substituicdo por outros de mais jovemrpm@cao, niSSo consiste a compreensao da
dindmica do carbono organico do solo na participaig® SH no solo.
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Figura 9. Espectros®C NMR CP/MAS das amostras de AH isolados de an®steasolo:
Planossolo (arenoso), Cambissolo, Organossolo, stalm, Chernossolo,
Ferralitico Rojo (Cuba) e de Vermicomposto.
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4.3 Aplicacdo da Quimiometria PCA*C NMR CP/MAS

4.3.1 Condicgdo 1. Analises quimiométricas das ameoas de AH considerando a incluséo
de amostras extremas “outlier”

Esclarecer as diferencas e semelhancas estrutlogi®\H permitira elucidar com
maior profundidade a identidade estrutural dest@spostos assim como sua formacéo
mediante o processo de humificacdo. Para issojfaemtas espectrais foram analisadas
mediante PCA a partir do carregamento dos espEtoslMR CP/MASpuros. Na figura 10
se mostra os scores na PCA para os AH analisaltascando um 51% da variancia total
explicada, onde a componente PC-1 explicou o 33¥adancia e a PC-2 0 18%.

A estrutura das amostras nos scores demostra quédgsodem se agrupar com
independéncia da natureza do solo, sua classiicagia origem. Houve um agrupamento a
valores positivos na PC-1 dos AH formados em sdlassificados como organicos,
planossolo (textura arenosa) e Cambissolo. Popb datlo, a valores negativos da PC-1 se
agruparam os AH extraidos dos latossolos, de sido€uba e de Chernossolo. Os AH
extraidos dos diferentes VC foram agrupados a ambdados da PC-1 (Figura 10). Estes
resultados reafirmam a ocorréncia de um processmihificacdo especifico em cada tipo de
solo para produzir o AH. Isto porque os resultaddécam que o processo de humificagéo
nao parece guardar relacdo direta com os atribliflsos e quimicos utilizados na
classificagao dos solos.
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Figura 10. Analises de PCA Score$ para as componentes PC-1 e PC-2 das amostras de
acidos humicos isoladas de diferentes origens dersido os potenciais outlier
obtidos testele Hotelling-T ellipse
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A Figura 11 mostra os loadings da PCA em quest&AB agrupados a valores
positivos da PC-1 se assemelham pela presencardeies Giyi-(H,R), Caromaic(H,R) € -
COOH, pertencentes a fragmentos de acidos graxdagieas, ambas com propriedades
hidrofobicas e por tanto, recalcitrantes. Por oladw, os AH agrupados a valores negativos
se assemelham pela presenga dgkyi€O,N), Gaiyi-O, Caky-di-O, Caromaiic(O,N),
pertencentes a fragmentos peptidicos e ligno-cgtde (carboidratos e liginas
funcioalizadas) com propriedades menos hidroféleca®rtanto, mais labeis.

Os resultados sé@o especialmente importantes panquamente comprovam que
independentemente do tipo de solo, a incorporagkbivea de fragmentos estruturais sugere
um processo em ocorréncia que produz e forma os éAHstes AH formados geram as
propriedades da supraestrutura hiumica. Com estas86tras de AH foi possivel demonstrar
como as propriedades semelhantes podem ser pradueith AH formados em fontes
diferentes e definir funcbes similares. Nesta lidkaraciocinio, a dinamica da MOS parece
ser uma funcdo diretamente relacionada com a esdrdis moléculas depositadas no solo,
onde as condi¢cbes ambientais tem papel potendaliz@nde de acordo com o ambiente,
estas propriedades geradas se expressam com maimnor intensidade.

Os loading da PC-2 mostram resultados mais clasbeesas amostras extremas de
AH. Os AH de VC (AH3VC, AH4VC e AH5VC) e solo organ (AHOorgan e AH7organ) se
diferenciam negativamente dos restantes dos AH pe&lsenca das estruturas alifaticas e
aromaticas funcionalizadas Afyi-(H,R), Gaikyi-(O,N), Gaiyi-O, Caiyi-di-O, CaromaiicO,N).
Estes resultados indicam que fragmentos de pepgti@g@oinoacidos, e carboidratos que sao
estruturas mais labeis produzem as maiores vadabids estruturais nos AH e, portanto,
essas sao as estruturas mais polares e que formdwmimio mais superficial, em maior
contato com a solucao do solo e, portanto, correfgoom o dominio de maior substituicao,
uma vez que os fragmentos mais aromaticos e reaalgs formam o nucleo das SH. Neste
sentido, ha relatos que mostram que as estrutusasAtH possuem uma distribuicéo
organizacional onde um dominio mais funcionalizagmlar se direciona para a superficie da
supramolecular enquanto um dominio mais apolamféa o interior.
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Figura 11. Analises de PCAlbadings para as componentes PC-1 e PC-2 das amostras de
acidos humicos isoladas de diferentes origens.

Além da PCA anterior (PC-1 + PC-2), a PCA foi tambéealizada com as
componentes PC-2 e PC-3 (17% da variancia totdlcada) (Figura 12). A PCA mostrou
gue os AH extraidos de solos organicos, latossalosstras de VC e Cuba, se agruparam a
valores negativos da PC-3, a valores positivosnfoegrupados os AH extraidas de VC,
Chernossolo, Planossolo e Cambissolo.

O agrupamento dos AH na PC-3 reafirma mais inteastan o discutido
anteriormente. Nesta componente, AH semelhantepadrio estrutural se formaram em
solos com presenca predominante de areia (plamossehoso), solos pedogenéticamente
pouco evoluidos e com presenca de argilas de 8Mefita). Neste tipo de solo, a presenca
destas particulas propicia um ambiente hidrofoljoe potencializa a interacdo com os
dominios estruturais hidrofobicos da MOS deposjtaciamo por exemplo, estruturas
alifiticas e aromaticas nédo funcionalizadas.

Por outro lado, os AH formados em Latossolos e @¢cgd mostraram semelhanca. No caso
de latossolos, as condi¢Oes para as interacéesamngi@erais entre grupamentos funcionais
estdo mais favorecidas a partir do enriquecimemtéxidos de Fe e Al presentes.

As amostras extremas identificadas como outlier \(EBHe AHorgéanicos) foram também
separadas na PC-3. Nesta componente os AH8orgaiiEl®rganicos e AH3organicos se
mostraram extremos aos AH extraidos de VC.
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Figura 12. Analises de PCAscore$ para as componentes PC-2 e PC-3 das amostras de
acidos humicos isoladas de diferentes origens dersido os potenciais outlier
obtidos testele Hotelling-T ellipse

Os loadings da PC-3 mostram quais séo as estruagpgnsaveis pelas semelhancas e
diferencas entre os AH (Figura 13). Os AH extraidesplanossolo arenoso e 0s solos
pedogenéticamente pouco evoluidos se assemelhagrsepela presenga de estruturag.f=
H,R e -COOH, provavelmente pertencentes a fragraetiéodacidos graxos. Acidos graxos
apresentam uma cadeia alifaticas insaturada, apdimhrofébica que possibilita as interagfes
desta natureza tanto com as particulas de areia dassuperficies hidrofébicas das argilas
2:1 do Chernossolos, estes resultados foram rektadh Gomes et al., (2018); Vioratti
(2020). A semelhanca dos AH neste tipo de solo osnproduzidos no VC consiste na
presenca dos carbonos alifaticos funcionalizadogmpeentes a fragmentos de carboidratos e
peptideos. Por outro lado, os AH formados em orggwios e latossolos se assemelham entre
eles pela presenca de estruturas aromaticas derddefuncionalizacdo quimica AGmatico

H y R; CAromatico'oa N)-
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Figura 13. Andlises de PCAIlbadings para as componentes PC-2 e PC-3 das 80 amostras d
acidos humicos isoladas de diferentes origens.

4.4 Condigéo 2. Andlises Quimiométricas das Amostsade AH Excluindo as Amostras
Ouitlier

Neste estudo foi realizada uma nova analise quisioca, reduzindo o niumero de
amostras de AH para 71, descartando as amostrpesgéveis outlier detectadas mediante
testede Hotelling-T ellipse.O objetivo desta analise consistiu em eliminarterfaréncia de
amostras extremas e conferir a estabilidade dosd@adho comportamento da mudanca
estrutural encontrados com a totalidade das ansaséraondicdo 1 (Figura 14).

Nesta condicdo, para uma variacdo de 56% (PC-14P@lgumas amostras de AH de
organossolos e Planossolo arenoso mostraram eagwaifierentes, assim, para uma variancia
de 29% (PC-2+PC-3) (Figura 14A), também uma amarédAHVC se mostrou diferentes
guando comparada com o restante dos AH (Figura.14B)
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Figura 14. Andlises de PCA score$ para as componentes PC-1, PC-2 e PC-3 das 71
amostras de acidos humicos isoladas de diferentegens considerando o0s

potenciais outlier obtidos teste Hotelling-T ellipse

Nos valores positivos da PC-1 (37% da variancidieagia) se agruparam aos AH
extraidos dos Cambissolos e dos Planossolos aerersguanto a valores negativos da PC-2
(19% da variancia explicada) se agruparam principate aos AH extraidos de Cambissolo e
Chernossolos. As amostras de AH extraidos de Osgalas ndo mostraram um agrupamento
especifico na PC-1, no entanto, houve um agrupanuasses AH a valores positivos da PC-
2, juntamente aos AH provenientes do Latossolaufgidb).

Em comparagdo com a condicdo 1, a retirada de amowestras extremas, consideradas
“outlier” permitiu aumentar a variancia explicada de 51% [f6%. Os padrdes de
agrupamento para 0os AH extraidos permaneceram Isames com a condicdo 1,
principalmente para os padrdes de agrupamento Hosx&aidos de Cambissolo, Planossolo

arenoso, Chermossolo e Latossolos.
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Figura 15. Analises de PCA score$ para as componentes PC-1 e PC-2 das amostras de
acidos humicos isoladas de diferentes origens.

Os loadings para a PC-1 foram semelhantes aos obtidos paomdicéo 1, o que
confirma a preservacdo do mesmo padrdao de essupaea 0s AH, independente das
condicbes extremas de formagao (Figura 16). Porooado, osloadings para a PC-2
mostram uma mudanca nos padrbes estruturais resmisspelo agrupamento nesse
componente quando comparado com a condicao 1. Cogtirada das amostras outlier, a
PCA mostrou que nos Latossolos e OrganossolosHofAnados apresentam estruturas do
tipo Caiyi-(H,R); Caromatic(H,R) € Gyromaiic(O,N) e em Chernossolo e parte dos Cambissolo e
Planossolo arenossolos, as estruturas predominsiitesle origem peptidica:afkyi-(O,N);
carboidratos: @iy-O e carboxilicas: -COOH.
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Figura 16. Andlises de PCAIlbadings para as componentes PC-1 e PC-2 das amostras de
acidos humicos isoladas de diferentes origens.

4.4.1 Padrdes estruturais dos AH obtidos mediantssttistica descritiva

A aplicacdo de técnicas quimiométricas permitiuldém acessar ao padrao estrutural
meédio em cada AH extraido de cada tipo de solau(kid7). Este resultado é especialmente
importante, porque permite fixar um padrdo espedajte representa as caracteristicas
estruturais nos AH, isto mediante uma andlise tiistica descritiva. Desta forma € possivel
comparar com mais eficiéncia os padrdes estrutargiartir de uma grande quantidade de
amostras espectrais com os erros de variabiligaderjigidos.

Os padrbes estruturais mostrados na figura 17 qgada AH extraido de cada solo
mostram que em todos os AH, ha formacédo de supnbests humicas com composicao
semelhante. Os padr6es mostram e confirmam airgla giferenca entre os AH n&o consiste
na presenca de estruturas e sim na quantidade emesias compdem aos AH. Estes
resultados reafirmam que as caracteristicas dass sofluenciam e podem determinar a
intensidade da expressao das propriedades dasutaslérganicas que se depositam no solo,
mas nao determinam a formacdo de AH. Esta intergiet sobre a dinamica do carbono
organico no solo se traduz, em termos ambientaisqea) as caracteristicas dos solos
influenciam a velocidade, a extensdo em que o@pwcesso de humificacdo, mas ndo sua
ocorréncia.

Como podem ser interpretados estes resultados egédudestas diferencas? A
compressdo deve se dar em fungcdo de um modelo mdidacdo que forma SH com
organizacdo supraestrutural ndo somente via ligggéimica das moléculas, mas também
ocorre via interagfes hidrofébicas ndo covalents®. é, em solo onde predominem as
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particulas hidrofébicas como a areia, ocorrer vmegsso de humificacdo que comeca pela
interacdo de moléculas organicas hidrofébicas cameia, isto pode acontecer com os acidos
graxos, onde a cadeia alifatica longa estabelecatasacdes apolares e hidrofébicas e o
dominio carboxilico terminal polar, fica disponiyehra as ligacbes por ponte de metais,
ligacBes de hidrogénio e posterior enriquecimerftoraacédo das estruturas humicas. No caso
contrario, em solo onde predominam oOxidos, argdasnteracdes que iniciam a formacéo das
SH podem ser de carater covalente, entre grupb$xilrs, grupamentos aminos, etc. Estas
analises podem ser entendidas sem dificuldade absly a presenca de todas estas
estruturas citadas aqui, no padrédo espectral gdntalo para todos os AH de todas as
diferentes fontes de origem estudadas.
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Figura 17. PadrBes estruturais espectrais obtidos para cadseXatdidos das diferentes
origens aplicando técnicas quimiométricas de es$izi descritiva. Os padroes
espectrais sao expressos a partir da média dstatist cada tipo de solo. O padrao
geral foi obtido a partir de uma quantidade de arassle n=80.
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4.5 Dominios Estruturais Presentes nos AH Acessadbkediante Curva de Resolucdo
Multivariada (MCR)

Com os dados apresentados, pode-se comprovar guecesso de humificacdo é
especifico para cada tipo de solo, produzindo Shh @aracteristicas semelhantes que
consistem ndo na presenca de tipos de moléculas exas quantidade em que estas se
aglomeram para formar a supraestrutura. Pela iehaciocinio adotada neste estudo, havera
de entender que a formacéo de estruturas semahamieambientes tdo diferentes implica
obrigatoriamente na geracdo de propriedades senmtethdsto deverd ser analisado sob tais
regras uma vez que sabemos mediante a experiéngsae¥idéncias ja reconhecidas na
literatura cientifica, que as SH no solo, melhoemtondi¢cdes quimicas, fisicas e bioldgicas
do solo (Figura 18).

Neste estudo também aplicamos quimiometria par@endat como 0s processos de
humificacdo tdo diferentes produzem AH semelha@tes que consistem estas semelhancas
estruturais que geram propriedades equivalentesa B#o foi aplicada uma técnica
guimiométrica denominada curva de resolucdo muitida. Mediante esta técnica foi
possivel comprovar que independentemente do tipsale os AH possuem dominios
predominantes. Estes dominios predominantes coafarna supraestrutura, ambos o0s
dominios sao diferentes porque estdo compostosspauturas diferentes.

Portanto, n6s temos em uma mesma estrutura hderncdapdos os AH um dominio
com propriedades hidrofébicas, composto por eststalifaticas com baixa funcionalizacao
quimica como Gquii-(H,R), Garomaiic(H,R) e carboxilas, assim como um dominio hidiadil
formado por estruturas alifaticas funcionalizad@siyui-(O,N); Caiqui-(O) € Gugqui-di-O,
aromaticas funcionalizadasaGmaiic(O,N) e maior presenca de carboxilas.
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Figura 18. MCR realizada a partir da matriz de 80 espefi6sNMR CP MAS expressando o
as duas primeiras componentes de maior peso na fderpadrao espectral.
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Reafirmando o pressuposto cientifico, a quantidéite¥ente de distintas moléculas
formando a supramolécula humicas ndo modifica agma@strutural, porém modifica as
propriedades quimicas geradas, e como consequé&noiensidade da sua funcdo (relagédo
estrutura gera propriedades e propriedades defimegdo) (Figura 19).

E possivel observar a quantidade relativa em ptagem da presenca de cada
dominio nos AH calculado a partir do peso dos camptes no MCR. Cada grupo de AH
extraidos de um tipo de fonte diferente mostra umnaporcdo de hidrofilicidade e
hidrofobicidade diferente, assim, entre cada tigo fdnte, os AH também mostraram
propor¢cOes diferentes destas propriedades. Novamestas diferengcas nas propriedades
reafirmam e séo o resultado das quantidades deuliés estruturas formando os AH.

De maneira geral, dentre os AH estudados, os drgalo Latossolo, possuem um
balanco de hidrofilicidade e hidrofobicidade maibentre todos os AH extraidos, alguns
obtidos de organossolo e VC possuem maior hidroidédile. Por outro lado, os AH extraidos
dos Planossolos arenosos, Cambissolos, Chernoseo€ possuem em sua maioria
propriedades mais hidrofilicas. Dentre os mesnpusstde solo, também houve variabilidade
das propriedades, com excecao do AH extraidos aebiSsolo, onde a hidrofilicidade e
hidrofobicidade foi homogénea em todos os AH. Ensesolos Planossolo arenosos, o AH
(AH7arenoso) apresentou mais de 80% de hidrofdeéd Entre os AH extraidos de
Latossolo, a amostra AH11Latossolo apresentou apembamente 40% de hidrofilicidade. Ja
entre os AH extraidos de solo organico, a amostr8ohkganico, apresentou a maior
hidrofobicidade (aproximadamente 90%). Nos AH dgtva de Cuba, as amostras
correspondentes a AH5Cuba apresentou uma hidrdéiie maior do que o 70%. Por outro
lado, dentre os AH extraidos de vermicomposto, aosttam AH15VC possui
aproximadamente 70% de hidrofobicidade.

De acordo com o banco de amostras de solos estugapa, a propriedade de
hidrofilicidade parece ser predominante nos AHeEssultado, embora limitado a quantidade
de amostras, reafirma que a distribuicdo estrutdasd substancias consiste em uma
supraestrutura que se organiza em um dominio ldibiicd voltado para o interior e formando
0 nucleo da supraestrutura, em interacdo com umirdnhidrofilico voltado para a
superficie da supraestrutura. O dominio hidrofélesth composto por estruturas apolares
enguanto o hidrofilico o compde estruturas polares.

BHydrophilic domain ~ @Hydrophobic domain
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Figura 19. MCR realizada a partir da matriz de 80 espetft6sNMR CP MAS expressando
as duas primeiras componentes em quantidade eelativ
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4.6 Quantidade Relativa de Estruturas nos AH Extrados das Diferentes Origens

As analises realizadas mostram que ha uma diferemnigza a presenca dos tipos de
estrutura na composicdo do AH e a quantidade enmegs@s estruturas estdo compondo 0s
AH. A presenca € uma consequéncia direta da entdapgasicido e posterior humificagdo das
moléculas organicas no solo, jA a quantidade é eonaequéncia direta da velocidade e
capacidade destas moléculas para expressarem sy@agegades quimicas nos diferentes
ambientes e chegar finalmente a compor a supragsttuimica.

Para testar e comprovar parte da nossa hipotesa, quantificacdo relativa foi
realizada dos tipos de estrutura que podem sectddts medianté®’C NMR CP MAS
(Figura 21). Como j& estabelecido na literaturalosoos AH apresentaram quantidades
diferentes de estruturas. Ao mesmo tempo, entn@eamsnos tipos de solo, os AH também
mostraram quantidades relativas de estruturas. Beeina geral, a ordem de guantidades
relativas de estruturas na composi¢éo dos AH pal@stsao: Lqui-(H,R) > Garomaiic(H,R) >
Caiqui-O > CGaiquii-(O,N) > Ceoo-(H,R) > Garomatic(O,N) > CGaqui-di-(H,R) > CGe=o.

A quantidade de estruturas alifaticas néao funcieadas: Giqui-(H,R), € superior para
todos os AH extraidos de todas as fontes de orggodadas. No entanto, nos AH extraidos
de planossolo arenoso houve maior quantidade valafiestas estruturas, seguida de
Cambissolo e em sequéncia os extraidos de Orgdnossseguir € apresentado na ordem o
tipo de estrutura predominante (maior para menedgminancia) e a expressao dentre as
origens.

Carbono alifaticos néo substituidos:

AHArenoso > AHCambissolo > AHOrganossolo > AHVC >H@hernossolo >
AHCuba > AHLatossolo.

CArc)matic '(H ’ R)

AHOrganossolo > AHChernossolo > AHCuba > AHCambsse AHLatossolo >
AHArenoso > AHVC.

Carboidratos: Caqui-O,

AHCuba > AHVC > AHLatossolo > AHChernossolo > AHAIEso > AHCambissolo
> AHOrganossolo.

Proteicas e peptidicas: Gigui-(O,N),

AHVC > AHLatossolo > AHChernossolo > AHCuba > AHCBaissolo >
AHOrganossolo > AHArenoso.

Carboxilas, amidicos e do tipo ésteres: &o-(H,R)

AHChernossolo > AHArenoso > AHCambissolo > AHLatwles> AHOrganossolo >
AHCuba > AHVC.

Cc-0

AHArenoso > AHOrganossolo > AHCambissolo > AHChessao > AHLatossolo >
AHVC > AHCuba.

Os resultados mostram que os AH neste estudo apmeseem média 24% de
aromaticidade e 76% de alifaticidade (Figura 2@ja& propriedades foram homogéneas para
todos os AH dos diferentes tipos de solo. No eatard AH extraidos de VC e Cambissolo
foram os mais alifaticos, com valores levementeesapao resto dos AH, apresentando uma
alifaticidade de 77,49% e 77,13% respectivamerdeoBtro lado, os AH extraidos dos solos
de Cuba, Organossolo e Chernossolo foram os mamaticos, com valores de 26,08%,
25,59% e 25,58% respectivamente.
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Figura 20. Quantidade relativa de estruturas presentes nossédledos de diferentes fontes
de origem e propriedades de alifaticidade e arandatie obtidas de 80 espetros
¥C NMR CP MAS.

4.7 Debate Atual Sobre a Humificagéo e as SubstaasiHUmicas

Com uma quantidade amostral de solos e vermicompest, que compdem sete
origens distintas, foi comprovado aqui que indepetemente do tipo de solo e a fonte de
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formacdo do AH, as SH se formam, podem ser isola&daaracterizadas. Neste estudo
destacamos esse fato porque existem pontos criticadebate sobre a existéncia das SH
como entidade quimica no ambiente.

Em Kleber e Lehmann (2019), ha critica sobre o gssa de extracdo das SH (essa
metodologia utilizada neste estudo) onde se desjaeaessa metodologia ndo permite
diferenciagdo entre estruturas humicas e ndo hémecgue introduz artefatos quimicos
durante a sua utilizacdo. Contudo, a indicativos gumetodologia proposta pela IHSS por
Swift (1996) produz um grupo de compostos denontigsadomo SH com um padrao
estrutural comum, e é independente da origem. Emepr instancia, este resultado ja seria
uma atenuante cientifica suficiente para a sudzag#io. Neste sentido ficaria entdo em
questao o fato de comprovar se estas SH séo tagsuleste processo, ou seja, se as SH séo
sintetizadas como resultado de aplicacdo destedméiesta questdo é necessario indicar que
nao ha nenhuma outra metodologia que possa seni@sscomo controle, ou outro grupo de
substéancias que possa funcionar como grupo de cagduapara estabelecer como verdadeira
tal critica (GARCIA et al., 2019). Por outro ladon OIK et al., (2019) é explicado, baseado
em evidéncias experimentais como a utilizacdo gedino atmosfera inerte, resolve uma
parte dos problemas relacionado com a presenca der@nte a extracdo causando reacoes
colaterais e artefatos quimicos. Neste estudo, atmmsfera de Nde fluxo continuo é
utilizada durante toda a extracao.

Outras justificativas poderiam indicar que de manéidireta a existéncia das SH
como entidades estruturais no ambiente ndo é palumediante a extracdo em meio
alcalino. Um exemplo disso € a presenca de SH eposale agua, ou seja, SH aquaticas. A
existéncia das SH aquaticas ja € altamente recmzhea literatura cientifica, seu isolamento
é realizado mediante a utilizacdo de diferentesstige resinas ndo ibnicas e por tanto elas ndo
sao submetidas a tratamento com NaOH (THURMAN.el8B2; TIPPING et al., 1984).

Por outro lado, outras questdes ainda sao coloeadadebate como, por exemplo, a
validade do processo de humificacdo (SCHMIDT et 2011; KLEBER e LEHMANN,
2015). Neste estudo a referéncia ao processo deitagho expressam que a permanéncia da
matéria organica no solo depende das caractesistccambiente solo e ndo da estrutura. Com
os resultados apresentados tal afirmacdo meregeipas mais aprofundadas, isto porque foi
evidente que com fontes tao diversas como solesetlifes e vermicompostagem e de pontos
geograficos tao distantes, houve presenca de SHestituras semelhantes.

Portanto, o processo de humificacdo ocorre compentdéncia da fonte, porém em
diferentes extensdes. Estes resultados coincidemaceelatado por Garcia et al. (2019), e
com as evidéncias mostradas em Hayes e Swift (2026es autores explicam que,
contrariamente ao relatado em Kleber e Lehmannl5R0onde apresentam um modelo
denominado como “soil continumm model”, no procedsohumificacdo também ocorrem
substituicbes estruturais em dependéncia do decderenudancas das condi¢cdes do solo,
onde ha eventuais desestabilizacbes da supraeatrbfumicas assim como acesso dos
microrganismos para a degradacao das fracOes hginmdiczapacidade de degradacdo das SH
por microrganismos tem sido relatada na literatpost Ueno et al.,, (2015), onde se
comprovou a decomposicdo anaerobica de AH por fas@lostridium sp.Outros autores
como Collado et al., (2018) também relatam a cdpadel de fungos como aqueles da
podridao branca para decompor AH e AF.
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5 CONCLUSOES

A caracterizagdo das amostras de AH medialf@eNMR CP MAS, extraidas de
diferentes tipos de solo e de vermicompostagemdadi a técnicas de quimiometria, mostrou
uma metodologia eficiente para o estudo dos pade®iturais da matéria organica
humificada de solos e fontes compostadas.

Com o presente estudo concluem-se que independemieeaio tipo de solo e a fonte
de formacé&o do AH, as SH se formam, e podem skad&® e caracterizadas.

Todas as amostras de AH caracterizados possuemadragpestrutural semelhante,
independente da fonte de origem, porém todos ageeseguantidades relativas diferentes de
estruturas quimicas em sua composi¢cdo. As semalhanos padrées estruturais demonstram
que o processo de humificacdo ocorre em cada ustasdéontes e por tanto as SH séo
formadas. As diferentes quantidades estruturaisnggropriedades diferentes em cada AH
como a hidrofilicidade, hidrofobicidade, aromatanii@ e alifaticidade e por tanto havera uma
funcé@o semelhante, porém com intensidades difeyqate cada AH.

Os resultados sugerem que as SH sdo um grupo dpostoa com identidade
estrutural Unica e diferente das moléculas quedéram origem. Sugere que nao existe um
anico processo de humificacdo, pois em cada fomeodgem se desenvolvera uma
humificacdo que dependem das caracteristicas deeatake, portanto, este processo ocorre
com diferentes extensdes. A presente dissertagdogedi com o debate mais atual sobre a
existéncia das SH e o paradigma do humus do ssdanaomo aporta novas evidéncias em
favor do reconhecimento das SH como compostos amntidade estrutural inequivoca
presente no meio ambiente.
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