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RESUMO GERAL

SOUZA, Luiz Gilberto Ambrdésio de. Caracterizacao estrutural da matéria organica do
solo, glomalina e substéncias humicas de diferentes ambientes e origens. 2016. 60f.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

A glomalina é considerada como uma glicoproteina hidrofobica, termoestavel e recalcitrante
produzida pelos Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA). Tais caracteristicas possivelmente
implicam em altas quantidades desta proteina nos solos bem como uma reduzida taxa de
decomposicéo, sendo considerada como uma importante fracdo da matéria organica do solo.
As Substancias Humicas (SH) tém sido reconhecidas durante muito tempo como o
componente organico mais amplamente distribuido no planeta, presentes tanto em ambientes
terrestres quanto aquaticos. Elas sdo formadas a partir da degradagdo quimica e bioldgica de
residuos de plantas, animais e da atividade microbiana. Embora existam alguns avancos sobre
aspectos estruturais da glomalina e as substancias himicas, ainda sdo escassos 0s estudos que
descrevem as suas diferencas estruturais utilizando uma abordagem espectroscopica e
quimiométrica. Buscando encontrar respostas a estes questionamentos, assumindo como base
de estudo a relacdo ambiental e ecoldgica existente, este estudo tem como objetivo confirmar
a relacdo estrutural (diferengas e semelhangas) existente entre a glomalina e as substancias
himicas de diferentes origens, atraves do isolamento e purificacdo das fracdes da proteina do
solo relacionada a glomalina (Glo) e as fracbes de substancias humicas (SHs) de diferentes
ambientes e materiais compostados; caracterizando a glomalina e as substancias humicas
obtidas através de técnicas quimicas, fisicas e espectroscopicas (composicado elementar, UV-
vis, FTIR, CP-MAS 13C RMN, MEV) e através da utilizacdo de técnicas quimiométricas
(Unscrambler® X 10.3).

Palavras chave: Substancias humicas. Glicoproteinas. Quimiometria.
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GENERAL ABSTRACT

SOUZA, Luiz Gilberto Ambrosio de. Structural characterization of soil organic matter,
glomalin and humic substances from different environments and backgrounds. 2016.
60p. Dissertation (Master in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Departmento
de Ciéncia do Solo, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Glomalin is regarded as a hydrophobic, heat-stable and recalcitrant glycoprotein produced by
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). Such characteristics possibly result in high amounts of
this protein in the soils, as well as a reduced rate of decomposition, and it is considered an
important fraction of soil organic matter. Humic Substances (HS) have been recognized for a
long time as the organic component most widely distributed on the planet, present both in
terrestrial and aquatic environments. They are formed from chemical and biological
degradation of residues from plants, animal and microbial activity. Although with some
progress on structural aspects of glomalin and humic substances, there are few studies that
describe their structural differences using a spectroscopic and chemometric approach. To
search for answers for these questions, having as a reference the existing environmental and
ecological relationships, this study aimed to confirm the structural relationship (differences
and similarities) between the glomalin and humic substances obtained from different sources,
through the isolation and purification of soil protein fractions related to glomalin (Glo), and
the humic substances (HSs) fractions from different environments and composted materials;
characterizing glomalin and humic substances obtained by chemical, physical and
spectroscopic techniques (elemental composition, UV-vis, FTIR, 13 C CP-MAS RMN, EMS),
and by using chemometric techniques (Unscrambler® X 10.3).

Key words: Humic substances. Glycoproteins. Chemometrics.
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1. INTRODUCAO GERAL

As substancias himicas (SH), que incluem o acido humico (AH), acido falvico (AF), e
humina (Hu) além da glomalina (Glo) compreendem a matéria organica do solo (MOs). As
SH funcionam como reservatérios de micronutrientes disponiveis as plantas, podem se ligar a
metais auxiliando as plantas em relacdo a toxicidade de metais pesados, as argilas e outras
pequenas moléculas organicas para formar agregados, e agir como derivagfes de elétrons em
processos microbianos e reacdes redox abioticas (Fan et al., 2000; Hayes & Clapp, 2001).

Técnicas analiticas tais como ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectroscopia
de cromatografia de massa tém sido aplicadas nas SH para identificar os grupos funcionais e
diferentes estruturas quimicas (Hatcher et al., 2001). Estas técnicas tém confirmado que outras
moléculas, tais como aminoacidos, hidratos de carbono e lipidios sdo frequentemente co-
extraidas nos processos de extracdo (Kingery et al., 2000; Hatcher et al., 2001).

A teoria ligno-proteica explica como moléculas de aminoacidos sdo capazes de reagir
com a lignina no solo formando a base das moléculas hdmicas, esta teoria explica como Hu
séo as primeiras fracOes a se formarem, seguidas dos AH e AF (Waksman 1932; Kononova
1961; Flaig 1975; Stevenson 1994). A teoria amino-agucar sugere que moléculas de aglcar e
aminoacidos formam moléculas polimerizadas que constituem as bases para a formacdo das
SH (Nissenbaum & Kaplan, 1972; Hatcher et al., 1985; Ziechmann, 1994; Stevenson, 1994).
A teoria dos polifenois é talvez a mais aceita hoje pela comunidade cientifica e sugere a
formacdo de compostos de carateristicas fendlicas realizadas em parte, pela oxidacdo de
fragmentos estruturais da lignina pelos microrganismos, assim, as primeiras fragcdes a se
formarem seriam os AF e posteriormente os AH e Hu (Stevenson, 1994; Ziechmann 1994).

Da mesma forma, ainda néo foi definido se os AH s&o uma mistura de moléculas de
baixo peso molecular (Hayes & Clapp, 2001, MacCarthy, 2001) ou uma molécula complexa
de elevado peso molecular (Schulten & Schnitzer, 1997). Alguns estudos sobre os AH
comecaram pela extracdo de SH do solo a partir de NAOH ou pirofosfato de sédio a
temperatura ambiente (Swift, 1996).

Outras substancias podem ser extraidas por processos similares como as proteinas de
solo relacionadas as Glo, que sdo glicoproteinas relacionadas com os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) ou simplesmente glomalinas (Wright et al., 1996; Rillig et al., 2001;
Rillig de 2004). Na comunidade cientifica existem discussdes sobre 0s processos de extracéo
e o isolamento destas substancias (SH e Glo) devido a similaridade dos processos, entretanto
Glo sdo diferentes de SH e tem sido possivel seu isolamento apenas de substratos formados
por areia onde foram cultivadas plantas micorrizadas em auséncia total de matéria organica
(Nichols, 2003; Nichols & Wright, 2005) relatam que a Glo e as SHs sao fragdes coexistentes
na MOS e mesmo havendo algumas similaridades entre ambas sdo fraces distintas, mais
ainda sdo necessarios estudos para corroborar estes argumentos.

O protocolo de extracdo de Glo consiste em incubar o solo em 20 a 50 mM de citrato
de sodio a um pH alcalino e 121 °C, durante intervalos de 1 hora (Wright & Upadhyaya,
1996). Isto estd em contraste com o processo de extragdo de AH que é feito a temperatura
ambiente (Swift, 1996). A glomalina precipita a partir da solu¢do a pH 2,5-2,0 (Nichols,
2003), em um nivel de pH, onde proteinas de elevado peso molecular podem ser isoladas a
partir de AH (Hayes & Graham, 2000; Hayes & Clapp, 2001). Contudo a Glomalina parece
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ter propriedades e funcdes semelhantes as hidrofobinas fangicas (Wright & Upadhyaya, 1996;
Nichols, 2003; Nichols e Wright, 2004), que sdo proteinas pequenas e hidrofébicas
encontradas em hifas de muitos tipos de fungos, incluindo os fungos ectomicorrizicos
(Wessels, 1997). As Hidrofobinas protegem as hifas da perda de soluto, permitem as hifas
crescer atraves do solo e manter a pressao de turgescéncia quando estas estdo em contato com
poros cheios de 4gua e ou ar (Wessels, 1997) da mesma forma como acontece com as hifas de
micorrizas onde a glomalina é abundante (Wright & Upadhyaya, 1996; Wright, 2000; Rillig et
al, 2001; Nichols & Wright, 2005). Algumas pesquisas tém abordado que as Glo possuem um
padrdo glicoproteico estrutural préprio se comportando como um grupo de substancias
independente dentro da matéria orgénica do solo (Nichols, 2003).

Por este motivo, o primeiro capitulo deste estudo intitulado RESPOSTA DO
PADRAO ESTRUTURAL DE GLOMALINAS EM ECOSSISTEMA NATURAL,
AGRICOLA E PERTURBADO a hipétese consiste em que a estrutura das Glo responde ao
tipo de ecossistema em que se encontram utilizando técnicas de caracterizacdo
espectroscopicas (*C RMN CP MAS, FTIR) e morfoldgicas (MEV) aliado ao tratamento
quimiométrico dos dados.

E no segundo capitulo deste estudo intitulado CARACTERIZACAO DE FRAGCOES
HUMICAS DE DIFERENTES ORIGENS. SOLOS ORGANICOS E MATERIAIS
COMPOSTADOS a hipotese consiste em que mediante a utilizacdo de técnicas isotdpicas e
espectroscopicas é possivel explicar a relacdo entre origem e estrutura de SH obtidas a partir
de solos e materiais compostados.



2. REVISAO DE LITERATURA GERAL

2.1 Glomalina (Glo).

Pesquisadores norte-americanos que buscavam identificar fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) através de anticorpos monoclonais, observaram que um destes anticorpos
estudados reagia com uma substancia presente nos FMA, a qual foi denominada de Glomalina
(Wright & Upadhyaya, 1996).

A glomalina (Figura 1) foi considerada como uma glicoproteina hidrofobica,
termoestavel e recalcitrante produzida pelos FMA (Wright, 1998). Tais caracteristicas
possivelmente implicam em altas quantidades desta proteina nos solos bem como reduzida
taxa de decomposicéo (Rillig et al., 2001; Steinberg, 2003).

Foi também observado que as glomalina auxiliam na fixacdo das particulas do solo,
favorecendo a formacdo de agregados estaveis, uma vez que esta substancia é fortemente
ligada dentro da parede das hifas de FMA, em vez de ser liberada ou segregada para o meio
(Driver et al., 2005).

Figura 1. A glomalina observada por microscopia e florescéncia recobrindo raizes
(www.ars.usda.gov).

Dentre as suas principais funcbes se encontram: a de agregacdo do solo, estando
relacionada com uma maior produtividade do ecossistema como resultado da melhoria da
aeracdo do solo, drenagem e da atividade microbiana. As glomalinas liberadas pelas hifas
promovem efeito direto sobre a estabilidade dos agregados (Wu et al., 2014), principalmente
na fracdo correspondente aos macroagregados (Kholer et al., 2010), o que por sua vez,
melhora a estrutura do solo, facilita a passagem de ar e agua e proporciona menor
suscetibilidade a erosdo (Haddad & Sarkar, 2003); e, assim, contribui para a estabilidade de
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agregados na rizosfera, como observado em areas com cultivo de citros (Wu et al., 2014).
Preger et al., (2007) relata a capacidade das Glo em promover a agregacdo do solo,
especialmente em solos arenosos com baixo aporte de biomassa e baixa capacidade de
conservacao da matéria organica do solo (MOS). Em solos submetidos ao manejo organico, as
concentracdes de glomalina no solo foram diretamente relacionadas com a estabilidade de
agregados, devido ao aumento na proporgéo de macroagregados (Zhang et al., 2014).

A glomalina contribui para a estabilidade de agregados do solo (Gispert et al., 2013)
existindo relagéo significativa entre a glomalina e agregados de tamanho entre 0,25 e 2,00
mm. A estabilidade de agregados foi maior em solos com FMAs em comparacdo aos solos
com auséncia da colonizacdo micorrizica, em estudo do didmetro médio ponderado de
macroagregados (DMP) de 1-2 mm (Bedini et al., 2009).

Pode ser importante na determinacdo da patabilidade do micélio, exercendo assim
funcdo de protecdo microbiana (Rillig et al., 2003; Purin & Rillig, 2008). Também auxilia o
desenvolvimento de plantas em ambientes contaminados por metais pesados, evidenciado pela
correlacdo entre a colonizagdo micorrizica e o conteudo de glomalina, onde as Glo
desempenharam papel de protecdo a toxicidade causada por metais pesados nas raizes, pela
mediacdo das interacdes dos metais e as raizes das plantas (Leyval et al., 1997). As Glo
sequestram Cu e Zn e parecem ser um mecanismo altamente eficiente dos FMASs para mitigar
0 estresse, levando a estabilizacdo dos solos altamente poluidos por atividades de mineracéo
(Cornejo et al., 2008)

Portanto existe a necessidade de caracterizar a natureza bioquimica da Glo para
compreender sua contribui¢cdo para o sequestro de metais pesados e 0s mecanismos quimicos
envolvidos. Outra contribuicdo, e ndo menos importante, é a potencialidade da Glo nos
processos do ecossistema (Harner et al., 2004), em relacdo a estruturacdo do solo e
fornecimento de nutrientes para as plantas.

A glomalina também pode ser usada como indicador associada a sedimentos marinhos
para analisar padrfes e processos em mudancas passadas na qualidade do solo (L6pez-Merino
et al., 2015). Logo, essa proteina bastante sensivel as alteracGes no uso do solo pode ser
utilizada como indicador (Lovelock et al., 2004). A concentracdo de glomalina no solo pode
ser considerada importante indicador de qualidade para definir estratégias de manejo em areas
agricolas (Bai et al., 2009; Khalili et al., 2011; Fokom et al., 2012; Reyna & Wall, 2014),
destacando seu uso para monitorar a degradagédo do solo, com base em sua relacéo direta com
a comunidade microbiana, ciclo de carbono e dinamica de nutrientes do solo (He et al., 2010).

O método de obtencdo de glomalina baseia-se na extracdo com citrato de sédio (20-50
mM; pH 7,0 ou 8,0) a temperatura de 121°C a partir de hifas ou de solo (Wright &
Upadhyaya, 1998). Duas fracfes de glomalina sdo comumente extraidas: a denominada como
glomalina facilmente extraivel (GFE), que representa a fracdo recentemente depositada que
ainda ndo sofreu transformacgdes bioguimicas no solo e a glomalina total (GT), que ja foi
submetida as transformacdes bioquimicas, estando mais fortemente ligada as fracOes
organominerais do solo. Apesar da maior dificuldade para a extragdo, pode ser obtida
mediante sucessivos ciclos de extragdes (Wright et al., 1996; Wright & Upadhyaya, 1998).
Por outro lado, a quantificacdo é comumente realizada por metodos bioquimicos que
permitem a dosagem de proteina (método Bradford, ver item 4.4) ou pode-se ainda fazer uso
de técnicas imunologicas, como o método ELISA (Purin; Rillig, 2007). Assim, a purificagcdo
da glomalina ¢ realizada seguindo o protocolo de precipitacdo e didlise (Wright et al., 1998),
onde precipitacdo e dialise sdo usadas para purificar a glomalina liofilizada, e contribuem para

concentrar a proteina para as analises subsequentes. Desde 0 ponto de vista das fungdes, o uso
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da proteina do solo relacionada a glomalina (Glo) pode descrever o produto que resulta desta
metodologia de extracdo (Rillig et al., 2004).

Com os avancos em biologia molecular, sdo relatadas limitacdes dos métodos
utilizados atualmente para a extracdo e quantificacdo de PRSG em solos (Rillig et al., 2007).
Com esta mesma abordagem, Schindler (2007) relata que os extratos de Glo resultantes dos
procedimentos atuais sdo, na realidade, material protéico co-extraido com grande excesso de
acido humico. Isto porque a relacdo entre glomalina e outras fragdes protéicas no solo (as
quais ainda ndo estdo claramente definidos), provavelmente ocasiona co-extragdo, tanto da
glomalina como de substancias himicas, quando utilizadas as metodologias atuais.

Como observado por Schindler (2007) a Glo extraida de fracdes minerais e organicas
dos solos exibem a mesma leitura em RMN, independentemente do método de precipitacdo
utilizado e decorrente do processo de purificagdo. Os atuais protocolos de extracdo e
purificacdo tais como o pré-tratamento dos solos com HCI e extracdo sequencial séo falhos
pois existe co-extracdo de fragdes da matéria organica como os AH (Nichols & Wright,
2005), devendo ocorrer aperfeicoamentos para melhor compreensdo da funcédo e estrutura da
matéria organica do solo, quando se comparam os solos agricolas submetidos ao mesmo
manejo (Reyna & Wall, 2014). Em situacGes de grande quantidade de MO, a utilizacdo dos
métodos de Bradford e ELISA podem ser inadequados por sofrem interferéncia pela MOS e
ndo expressar a gquantidade precisa de glomalina. O ensaio ELISA pode ser propenso as
polarizacdes de retencdo e de interferéncia, dependendo da quantidade de MO contida na
amostra de solo (Rosier et al., 2005).

As técnicas protedmicas permitem inferir que as Glo contém grandes quantidades de
proteinas termoestaveis e sdo relacionadas com proteinas que nado possuem origem
micorrizica (Gillespie et al., 2011), demonstrando que o procedimento de extracdo atual é
falho e define a glomalina como origindria de uma mistura de compostos e assim
superestimando quando quantificada pelo ensaio de Bradford. Portanto, para melhor
entendimento das caracteristicas quimicas e estruturais, devem ser exploradas técnicas
cromatograficas especificas para glicoproteinas, uma vez que os procedimentos atuais
mostram que a glomalina € um material proteico co-extraido com grande quantidade de AH
(Schindler et al., 2007).

Apesar de alguns vestigios de glicoproteinas ndo estarem relacionadas a glomalina do
solo, estes podem estar presentes na MOS, pois 0 componente protéico da Glo ¢
predominantemente composto de Unica proteina glicosilada (Bolliger et al., 2008). O ensaio
de Bradford é til na deteccdo da glomalina (Koide & Peoples, 2013; Rosier et al., 2008) e o
pirofosfato foi superior ao citrato ou borato na extracdo para o mesmo tipo de solo (Wright et
al., 2006). As combinacdes de resultados por meio de diferentes metodologias em conjunto
fornecam um argumento forte de que a glomalina é de fato, uma fracdo pura do pool proteico
da MOS (Bolliger et al., 2008). Para melhor entendimento estrutural, técnicas cromatogréficas
especificas para glicoproteinas devem ser ainda exploradas.

Sabe-se que as caracteristicas do solo, as condi¢des climéticas, o sistema de uso do
solo, as praticas de manejo agricola, a presenga e o tipo de vegetagdo, dentre outros fatores,
influenciam na quantidade de glomalina produzida pelos FMA (Souza, 2012). E fragdo
considerada critica da MOS, que apesar de comprovada a sua existéncia, ainda ndo existe, de
fato, definigdo sobre a sua estrutura e a sua fungdo ambiental. As caracteristicas do solo
influenciam as concentracdes e a distribuicdo espacial da glicoproteina e, em solos mais
acidos, as concentracfes de glomalina tendem a aumentar. Entretanto, com o aumento do pH
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ocorre diminuicdo das suas concentracdes no solo, e o carbono total e a MOS sdo
positivamente correlacionados com a glomalina (Haddad & Sarkar, 2003).

O conteudo de glomalina nos solos esta diretamente relacionado com a quantidade de
C organico e argila (Nichols & Wright, 2005), e a sua concentragéo e distribui¢do variam no
solo de acordo com o manejo (Wright et al, 2007). Em areas de pastagens primarias,
geralmente baixos teores de MOS e de Glo séo constatados, bem como o uso intensivo destes
solos contribuiu para a reducéo dos teores de Glo (Preger et al., 2007). A concentracdo de
glomalina nos solos varia de 0,62 e 1,03 mg cm™ para (GFE) e 1,17 e 2,14 mg cm™ (GT),
respectivamente (Zhang et al., 2015). Valores semelhantes foram encontrados em florestas
tropicais, variando de 0,4 e 4,7 mg cm™ (GFE) e 0,8 e 12,5 mg cm™ respectivamente (GT)
(Lovelock et al., 2004). Em areas agricolas, as concentracdes de glomalina GFE e GT
quantificadas foram em torno de 0,5 a 3 mg g™ solo, respectivamente (Sousa et al., 2012;
Rillig et al., 2003b), e, em cultivo de citros, encontrados valores variando de 0,3 e 0,6 mg cm’
% (GFE) e 0,5 0,8 mg cm™ (GT), respectivamente (Wu et al., 2012).

Contudo, ainda ndo se conhece muito sobre as diferencas entre as fracfes, pois a sua
composi¢do bioquimica, seu papel e a sua dindmica no solo nao sdo bem definidas (Rillig et
al., 2001; 2003a). Em termos estruturais, a glomalina foi inicialmente classificada como uma
glicoproteina, formada por 60% de carboidratos que se ligam a por¢do proteica por ligacGes
glicosidicas do tipo N, apresentando aminoacidos alifaticos e aromaticos na cadeia peptidica.
Foi também demonstrado que a molécula contém ferro fortemente ligado (0,04-8,8%), o que
confere a cor vermelho-amarronzada dos extratos (Wright & Upadhyaya, 1998; Rillig et al.,
2001; Nichols, 2003). Cerca de 28 e 45% da molécula de glomalina é constituida por carbono
(C) e de 0,9 a 7,3% € nitrogénio (N), chegando a representar de 4 a 5% do C e do N totais do
solo (Sousa et al., 2012). Como uma glicoproteina ligada a N insoltvel com 37% de C e 3 e
5% de azoto (N), a estrutura da glomalina contribui para a estabilizacdo do solo e um
reservatorio de C (Wright & Upadhyaya, 1998; Lovelock et al., 2004; Wu et al., 2012).

Acredita-se que a glomalina tenha organizacdo estrutural semelhante a de uma
glicoproteina, onde ha presenca de oligossacarideos se encontram ligados ao nitrogénio nas
hifas do FMA (Wright & Upadhyaya, 1998; Wright et al., 1998). Estes aspectos estruturais
explicam a metodologia usada para a extracdo de glomalina e suas implica¢des, onde segundo
(Rosier et al, 2006), o citrato de sdédio utilizado para a extracdo contribui ndo sé para a
extracdo da glomalina, mas também para a extracdo de uma amalgama de proteinas e,
possivelmente, de outras espécies organicas.

2.2 Substancias Hamicas (SH).

A matéria organica do solo (MOS) é resultado de um processo progressivo da
decomposicdo de compostos organicos (transformacdes bioldgicas, fisicas e quimicas que
convertem restos de material vegetal e animal aportados ao solo em produtos organicos
formando complexas associagcbes com minerais do solo) (Given, 1984) contendo carbono
mais organico do que a vegetacdo global e a atmosfera (Lehmann & Thomas, 2010), uma
parte mais estabilizada desta MOS, ap0s as transformacdes existentes, resulta nas substancias
himicas (SHs) que sdo conhecidas como a matéria organica natural mais amplamente
distribuidos no planeta (Koivula & Hanninen, 1999; Timonthy & Thomas, 2010; Islam et al.,
2010; Schmidt et al., 2011; Dong et al., 2015), originada de compostos inerentemente estaveis
e quimicamente Unicos sdo comumente relatadas como um pool de compostos organicos
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complexos e heterogéneos, com diferentes grupos funcionais (Cabaniss et al., 2000; Sutton &
Sposito, 2005; Bai et al., 2015); constituem cerca de 70 a 80% da MOS.

As SHs podem ser definidas como uma série de polimeros amorfos de coloracao
amarela, marrom a preta, de peso molecular relativamente alto e formado por reacdes de
sinteses secundarias, bioticas e abidticas, usualmente classificados em relacdo a sua
solubilidade em meio alcalino e &cido. Por apresentarem alta complexidade quimica e forte
interacdo com a fracdo coloidal inorganica do solo, essas substancias decompdem-se
lentamente e acumulam-se nos solos (Stevenson, 1994; Primo et al., 2011; Schmidt et al.,
2011).

As SHs sdo formadas a partir do processo denominado humificacdo, este processo
pode ser explicado por teorias desde mais classicas como a que considera que sao formadas a
partir da lignina modificada até teorias mais atuais, conhecida como dos polifendis (Silva et
al., 2007); alguns estudos apontam que as primeiras pesquisas com base em um método de
extragdo assumiram que um ocorre um processo de humificacdo resultado deste um produto
chamado de SHs no entanto, com a utilizacdo de técnicas analiticas modernas estas SH sédo
questionadas por faltas de provas em relagdo ao processo de humificacdo (Brady & Weil,
2008; Horwath, 2015).

Com as transformacdes bioldgicas, fisicas e quimicas convertem restos de material
vegetal e animal em produtos organicos formando complexas associacbes com minerais do
solo, as SH possuem uma série de fungdes no meio ambiente, que incluem principalmente a
fertilidade e a ciclagem de nutrientes e de carbono, proporcionando um aumento na
capacidade produtiva dos solos, sendo estes solos produtivos fundamentais para o bem-estar
humano uma vez que a agricultura gera a maior parte da base alimentar do planeta; as SHs sao
muito importantes para a agricultura, a inddstria, ambiente, e da biomedicina (Dong et al.,
2015).

Em sistemas terrestres e aquaticos SH afetam a quimica, a ciclagem e
biodisponibilidade de elementos quimicos, bem como o transporte e degradacdo de produtos
quimicos organicos xenobidticos e naturais (IHSS 2015); contribui para a fertilidade do solo
através da retencdo de agua disponivel para as plantas e nutrientes ou promovendo a formacéo
da estrutura do solo (Janzen, 2015), em particular em solos tropicais alguns estudos relatam
gue as SHs tém efeitos potenciais sobre a biodisponibilidade e transporte de nutrientes, metais
pesados, hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos e outros produtos quimicos. (Gauthier et al.,
1986; Croue et al., 2003; Chin et al., 2004; Dai et al., 2006; Yamashita & Jaffé, 2008; Bai et
al., 2008; Bai et al., 2015).

Desde os primeiros estudos ha mais de 200 anos, a técnica de extracdo alcalina passou
por muitas alteracGes, mas o principio se mantem. Na sua versdo moderna (IHSS, 2015;
Kleber et al., 2015) este método cria a necessidade de distinguir varias categorias ou fracdes
dos constituintes da matéria organica do solo, o que culmina em falhas nesta metodologia, 0
entendimento destas fracOes estaveis, sdo denominadas substancias humicas (SHSs),
constituidas por AF, AH e Hu (Stevenson, 1994; Moreira & Siqueira, 2006).

As SHs podem ser definidas através de protocolos de extracdo em: &cido fulvico
(soltvel em todos os valores de pH), acido humico (solivel em meio alcalino e insolivel em
pH1.0) e Humina (insollvel em todos os valores de pH) (Dai et al., 2006; IHSS, 2014). A
fonte de origem e o tempo de humificacdo contribuem diretamente para a variagdo das
caracteristicas estruturais das fragcbes das SH, como exemplo entre estas trés fraces (Tabela
1), os AFs possuem menor massa molecular e sdo a fragdo mais movel de substancias
himicas (Cabaniss et al., 2000).
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Tabela 1. Alguns estudos do isolamento de fragBes himicas a partir de diferentes fontes, sua
caracterizacdo mediante diferentes técnicas quimico-fisicas e as principais informacdes
obtidas por meio da anélise estrutural. (Modificado de Garcia, 2013).

Fracéo ) Técnica de . o Principais
Origem L Caracteristicas principais
da SH caracterizacao estudos

AH sdo + aromaticos, contem

'H-RMN ) _ _
AH/FA  Solos - quantidade de C-carboidratos Zu-Yi et al., 1999
BC-RMN o
e H alifaticos que os AF.
1 Condensagéo aromética
Composicéo )
guando T a profundidade no
Elemental.
solo. Gondar et al.,
AH/FA  Solos UV-vis . N 2005
de O-alquil-C quando T a
FTIR qur~ a
BC.RMN profundidade no solo.
Composicéao
Elemental.  AF com { teor de C, T teor de
. Dobbss et al.,
AH/FA  Solos UV-vis 0,  relagdo E,/Eg, ¥ grau de 2009
FTIR aromaticidade que os AH
'H-RMN
Mudancgas em grupos
funcionais com o uso de
adubos.
DRIFT ) ) ] Ferrari et al.,
SH Solos L Tde aminoacidos arométicos,
H-RMN 2011

ligninas e acidos
graxos/ésteres em solo

adubados com esterco.

Mesmo com uso de novas técnicas, 0 que proporcionou um avango na abordagem das
SHs no meio ambiente, ainda ndo est4d bem consolidada a questdo da origem e a formacao
(processo de humificacdo), pois a complexidade da estrutura destas substancias € uma
incognita e grandes esforcos tém sido feitos para elucidar as suas estruturas moleculares.
Estudos que caracterizam as fracdes humicas de diferentes origens sdo abundantes na
literatura, a alta variabilidade nas caracteristicas estruturais da SHs faz da estrutura molecular
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um referencial para avaliar a qualidade da matéria organica e para monitorar mudancgas nas
SHs que ocorrem durante 0 manejo do solo ou compostagem (Berbara & Garcia, 2014).

Em geral, SH sdo considerados como sendo compostos organicos de elevado peso
molecular, e varias estruturas moleculares tém sido propostas para descrever as suas estruturas
(Kujawinski et al., 2002). Neste sentido para melhor compreensdo das SHs sdo utilizadas
metodologias de extracdo, fracionamento e purificacdo, mais especificamente fazendo uso da
espectroscopica e da quimiometria, de maneira geral sio comumente usados os seguintes
protocolos:

Extracéo e fracionamento - Kononova, Schnitzer, Swift, Benites.

Purificacdo - &cido fluoridrico (HF), resina DAX-8, didlise e liofilizacdo segundo a IHSS.
Caracterizacdo - sdo feitos por técnicas espectroscopicas como, por exemplo, ultravioleta-
visivel (UV), infravermelho (1V), ressondncia magnetica nuclear (RMN) principalmente
(Primo et al., 2011).

Embora existam alguns avangos sobre aspectos estruturais da glomalina e as
substancias humicas, ainda sdo escassos 0s estudos que descrevem as suas diferencas
estruturais utilizando abordagem espectroscopica e quimiométrica. Este estudo visa encontrar
respostas a estes questionamentos, assumindo como base de estudo a relacdo ambiental e
ecoldgica existente nos solos encontrando uma resposta para o padrdo estrutural das
glomalinas isoladas em funcéo do tipo de ecossistema e encontrar uma organizacao estrutural
das substancias humicas comparando caracteristicas estruturais das fracfes humicas,
semelhantes entre si.




3. CAPITULO |

RESPOSTA DO PADRAO ESTRUTURAL DE GLOMALINAS EM
ECOSSISTEMA NATURAL, AGRICOLA E PERTURBADO*
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3.1 RESUMO

As glomalinas (Glo) relacionadas as proteinas do solo sdo substancias de estrutura
glicoprotéica produzidas a partir da colonizacdo micorrizica dos fungos. As informacGes
sobre a relacdo entre a estrutura das Glo com as suas propriedades e fungdes nos solos séo
ainda escassas. Como parte da matéria organica do solo as Glo podem apresentar
caracteristicas estruturais distintas de acordo com o tipo de ecossistema em que se encontram.
Para testar a hipotese, este estudo objetivou caracterizar as Glo de trés ecossistemas (agricola,
natural e contaminado por metais pesados) utilizando técnicas espectroscopicas e
microscopicas aliadas ao tratamento quimiométrico dos dados. As Glo possuem um padréo
glicoprotéico estrutural proprio. Em ecossistemas naturais as Glo possuiram maior
aromaticidade, enquanto que, em ecossistemas sob manejo agricola houve enriquecimento de
C-anoméricos (carboidrato) e no contaminado houve predominio de estruturas carbonilicas e
carboxilicas. Por primeira vez é relatado que o padrédo glicoproteico das Glo é estruturalmente
diferente de acordo com o tipo de ecossistema. Novos estudos estdo sendo realizados para
detectar as estruturas nas Glo que caracterizam cada tipo de perturbagéo ou estresse nos solos.

Palavras-chave: Glomalinas. Glicoproteinas. Matéria organica. Quimiometria.
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3.2 ABSTRACT

The glomalin (Glo) related to soil proteins are glycoprotein structure of substances produced
from the mycorrhizal fungi. Information on the relationship between the structure of Glo to
their properties and functions in soils are still scarce. As part of the soil organic matter the Glo
can have distinctive structural characteristics according to the type of ecosystem in which they
are. To test the hypothesis, this study aimed to characterize the Glo three ecosystems
(agricultural, natural and contaminated by heavy metals) using spectroscopic and microscopic
techniques allied to chemometric data processing. The Glo have a structural glycoprotein own
pattern. In natural ecosystems the Glo contained higher aromaticity, while in ecosystems
under agricultural management there was enrichment of C-anomeric (carbohydrate) and
contaminated predominated carbonilicas and carboxylic structures. For the first time it is
reported that the pattern of glicopreico Glo is structurally different depending on the type of
ecosystem. Further studies are being conducted to detect the structures Glo characterizing any
kind of disturbance or stress in soils.

Key words: Glomalin. Glycoproteins. Organic matter. Chemometrics.
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3.3 INTRODUCAO

Os conhecimentos sobre as caracteristicas estruturais das Glomalinas (Glo) em fungéo
do tipo de ecossistema sdo hoje praticamente inexistentes. Porém sabe-se que os conteudos de
Glo no solo respondem de forma especifica a cada tipo de ambiente (Rillig & Steiberg, 2002;
Rillig et al., 2003) e podem atuar como indicadores do solo diante de eventos de queima
(Lozano et al., 2015), também ocorrendo mudangas em seu contetdo diante de variacfes de
CO; e N no solo (zZhang et al., 2015), quando realizadas praticas de adubacdo organica
(Zhang et al., 2014) e quando h& ocorréncia de contaminagdo por metais pesados (Wu et al.,
2014).

As funcdes que as Glo desempenham no solo ainda sdo controversas. Acredita-se que
as Glo exercam como papel principal a melhoria das caracteristicas fisicas do solo através do
aumento na estabilidade dos agregados (Wright & Upadhyaya, 1996). Por outro lado, estudos
relatam um papel mais direcionado para os processos biolégicos no solo onde as Glo
poderiam estar regulando a palatabilidade do micélio nos fungos (Purin & Rillig, 2007).

No que diz respeito a estrutura das Glo, os estudos também se encontram
fragmentados. Segundo (Wright & Upadhyaya, 1998), as Glo apresentam uma estrutura tipo
glicoproteinas, o que foi comprovado mediante eletroforese SDS-PAGE. Rillig et al., (2001)
confirma essas caracteristicas estruturais mediante RMN-'H. Outros autores relatam que as
Glo, por apresentarem semelhanca espectral (**C RMN) com &cidos hiimicos ndo possuem
organizacdo estrutural glicoprotéica (Schindler et al., 2007).

Diante deste cenério, se detectam hoje varios pontos em obscuro a respeito dos
conhecimentos sobre as Glo, o que torna imprescindiveis 0s estudos que fornecam
informacdes sobre a variabilidade estrutural das Glo em funcéo do tipo de ambiente e como
estas estruturas respondem a diferentes ecossistemas. Com estes elementos, este estudo
baseia-se na hipotese de que a estrutura das Glo responde de acordo com o tipo de
ecossistema em que se encontram.

Para comprovar esta hipotese, este capitulo caracterizou as Glo de ecossistemas
pertencentes a diferentes paises utilizando uma bateria de técnicas de caracterizacdo
espectroscopica (*C RMN CP MAS, FTIR) e morfoldgicas (MEV) aliada ao tratamento
quimiomeétrico dos dados.
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3.4 MATERIAL E METODOS

As Glo do Brasil foram obtidas a partir de um Latossolo Vermelho-Amarelo (Santos et
al.,, 2013), equivalente ao Oxisols da classificacdo Americana (Soil Taxonomy, 1999)
coletado na regido da Floresta Nacional do Araripe em trés tipos de fitofisionomias: Carrasco
(G1), Cerradéo (G2) e Floresta Estacional Semidecidual Submontana, localmente conhecida
como Brejo altitude (G3) (39°28'W-39°32°W e 7°14'S-7°17'S) (Nobre et al., 2015). A Glo de
Cuba (G4) foi obtida a partir de um Latossolo Vermelho-Amarelo (Santos et al., 2013),
equivalente ao Oxisols da classificacdo Americana (Soil Taxonomy, 1999) contaminado por
metais pesados (22°58°29.81°°N e 82°09°57.65°°0). A Glo de Argentina (G5) foi obtida de
um Chernossolo Héaplico (Embrapa, 2013), equivalente ao Typic Hapludoll da classificacdo
Americana (Soil Taxonomy, 1999) sob monocultura de soja durante cinco anos coletado em
Buenos Aires (34°52'27.47"S e 62°45'31.95"W) (Figura 2). Algumas caracteristicas dos solos
sdo mostradas na (Anexo - Tabela 1).

Figura 2. Imagens dos ecossistemas onde foram obtidas as Glo objeto de estudo. CA:
Carrasco, CE: Cerraddo, BA: Brejo altitude, AE: Ecossistema agricola, EE:
Ecossistema estressado (contaminado).

Foto de F. VARELA.
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3.4.1 Extracdo e purificacdo das glomalinas

A extracdo da Glo foi realizada segundo metodologia de (Wright & Upadhyaya,
1998). Foi estimada a fracdo da glomalina total (GT). Para cada fragdo 1g de terra fina seca ao
ar (TFSA) foi pesada. A GT foi obtida adicionando-se 8 mL de citrato de sodio 50 puM, pH
8,0 a 121°C, por 60 min. Essa etapa foi repetida até que as amostras apresentassem coloracéo
amarelo-claro. A fracdo GT sofreu centrifugacao, por 10 min a 5000 rpm.

ApoOs essa etapa, 0s sobrenadantes foram coletados e quantificados o teor de proteina
através do método de (Bradford, 1976) modificado por (Wright & Upadhyaya, 1996), usando
como padréo soro-albumina bovina. As concentracdes de Glo foram corrigidas para mg g™ de
solo, considerando o volume total de sobrenadante e o peso seco do solo. Apos a extracao foi
realizada a purificacdo da GT, pelo método da precipitacéo e dialise segundo (Wright, 1998).

3.4.2 Técnicas de caracterizacdo realizadas aos componentes organicos (Glomalinas e
Substancias Hamicas).

3.4.2.1 Caracterizacdo mediante ressonancia magnética nuclear em estado so6lido (CP
MAS C- RMN).

A caracterizacio RMN em estado sélido (CP MAS RMN 3C) das Glo foi realizada
utilizando um equipamento Bruker AVANCE Il RMN a 500 MHz equipado com probe de 4
mm Narrow MAS e operando em sequéncia de ressonancia de **C a 100.163 MHz para a
obtencdo de espectros a 6000 Hz e 8000 Hz de velocidade de rotacdo. Os espectros foram
divididos em desvios quimicos; as areas foram determinadas apds a integracéo de cada regido
e expressas em percentagem da area total. As regides foram designadas como se segue: 10-20
ppm (alifatico, CH3), 38-50 ppm (alifatico, -CH,-), 50-60 ppm (O- CHj3), 70-75 ppm (C; -
OH), 90-100 ppm (C - anomeérico), 110-130 ppm (C - aromaético), 170-177 ppm (-C = 0),
178-181 ppm (COOH).

3.4.2.2 Caracterizacdo mediante espectroscopia infravermelha com transformada de
Fourier (FTIR).

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos na faixa de 4.000-400 cm™,
em espectrometro de infravermelho da marca NICOLET (FT-IR), modelo 6700, com
transformada de Fourier (FTIR), utilizando pastilhas de KBr (5 mg de Glo liofilizada + 200
mg de KBr).

3.4.2.3 Caracterizacdo mediante microscopia eletrénica de varredura (MEV).

A caracterizacdo morfoldgica da Glo foi realizada através da obtencdo de imagens
microscopicas por varredura de superficie. As amostras foram cobertas com fina camada de
ouro (5 nm de espessura) com um tempo de deposicéo de ouro de 120 segundos. Em seguida,
as amostras foram analisadas em microscopio eletrénico de varredura modelo Carl Zeiss EVO
MA10 sob vacuo elevado usando uma voltagem de 10 kV.
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3.4.3 Analises quimiomeétricas e estatisticas.

As andlises quimiométricas de componentes principais (PCA) envolvendo os dados
espectrais de 13C-CP/MAS RMN e FTIR das Glo foram realizadas utilizando o programa
Unscrambler® X 10.3 package (Camo Software AS Inc., Oslo, Norway). As analises
estatisticas foram realizadas no programa Statgraphic plus v.5.5 e os graficos feitos no
programa Sigmaplot 10.0 ou Microsoft Excel 2010, quando conveniente.
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Caracterizagao espectroscépica das glomalinas mediante CP MAS RMN **C.

As Glo isoladas dos diferentes ecossistemas apresentaram padrao espectral comum em
RMN *3C (Figura 3). Os espectros apresentaram picos atribuiveis a estruturas de carboidratos
e aminoacidos coincidindo com o padrdo glicoproteico relatado na literatura (Wright &
Uphadyaya, 1998; Rillig & Steiberg, 2002; Gonzéalez-Chéavez, 2004) (Anexo - Tabela 2). Os
picos que registraram a presenca de aminoacidos foram: 10-20 ppm: metilas (—CHj3); 38-45
ppm: metilenos (-CH,-); 113-130 ppm: carbonos aromaéticos; 173-177 ppm: carbonilas (-
C=0) e 178-181 ppm: Carboxilas (-COOH) (http://triton.igfr.csic.es). Os picos que
registraram a presenca de carboidratos foram: picos entorno a 71,7 ppm: C,-OH (carbono
contiguo ao anomérico em estrutura pirandsica de monossacarideos); entre 90-94 ppm:
C./Cganomericos de estruturas de monossacarideos (http://csdb.glycoscience.ru). Outros
picos foram detectados nos espectros entre 54-57 ppm: atribuiveis a metoxilas (-OCH3;) e em
150 ppm: Carbono aromético ligado a O/N. Estas caracteristicas comprovam a existéncia de
padrdo estrutural semelhante nas Glo mesmo quando extraidas de ecossistemas diferentes.
Isto constitui mais uma evidéncia da existéncia das Glo como componente independente
dentro da matéria organica do solo.

A andlise de componentes principais (ACP) (PC1+PC2=84%) agrupou as Glo
extraidas do ecossistema natural como as mais semelhantes em termos estruturais (tipo de
carbono) e separou as do ecossistema agricola e perturbado, sendo esta Ultima a mais diferente
entre todas (Figura 4A). Estes resultados mostram que as Glo possuem particularidades
estruturais que sao responsivas ao tipo de ecossistema.

As Glo do ecossistema natural (G1, G2 e G3) possuem maior carater aromatico, o que
pode indicar que em ecossistemas sem perturbacGes as Glo possuem maior estabilidade
estrutural. As Glo do ecossistema perturbado (G4) possuem enriquecimento de estruturas
oxigenadas (-C=0 e -COOH). Isto poderia indicar a ocorréncia de preservagédo de estruturas
com estas carateristicas para a interacdo com o0s metais pesados no solo contaminado, um
mecanismo de defesa na interacdo solo-planta-microrganismo (Gonzélez-Chavez, 2004; Wu
etal., 2014).

As Glo do ecossistema agricola (G5) possuem enriquecimento em carbonos
anoméricos presentes nas estruturas de carboidratos. Este resultado indica a necessidade de
estudos mais detalhados sobre as potencialidades das estruturas das Glo como indicadores
ambientais. Os estudos sobre este predominio estrutural em funcdo do tipo de ecossistemas
sdo relatados de modo inédito no presente estudo (Figura 4B).
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Figura 3. Espectros 8000Hz \S 13C RMN das glomalinas extraidas dos diferentes

ecossistemas. G1: Ecossistema natural (Carrasco-Brasil), G2: Ecossistema natural
(Cerraddo-Brasil), G3: Ecossistema natural (Brejo altitude-Brasil), G4: Ecossistema

Estressado (Contaminado-Cuba), G5: Ecossistema Agricola (Cultura de soja-

Argentina).
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Figura 4. Andlise multivariada de ACP realizada a partir dos dados espectrais de CP MAS
13C RMN.

3.5.2 Caracterizacdo espectroscopica das glomalinas mediante infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR).

Os espectros FTIR confirmam o padrdo estrutural observado mediante *3C RMN e,
assim, reafirmam a presenca de estruturas glicoprotéicas nas Glo (Figura 5). As Glo possuem
bandas entre 3200-3500 cm™ pertencentes a vibracdes -NH e—OH de carboidratos e proteinas.
As bandas entre 2910-2970 cm™ pertencem aos grupamentos —CH, de proteinas e

carboidratos.
Nas Glo G1, G2, G3 e G5 se registraram bandas bem resolvidas entre 1650-1680 cm™

pertencentes aos grupamentos —C=0 (amida I) de proteinas. A Glo G5 possui uma banda bem
resolvida em 1575 cm™ e atribuida a grupamentos —CN (amida I1) de proteina. Todas as Glo
possuem bandas entre 1415-1477 cm™ pertencentes a —-CH ou -CH, de carboidratos e
proteinas. Bandas entres 1200-1260 cm™ pertencem aos grupamentos —CN (amida I11) de
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proteina e as bandas entre 1070-1080 cm™ pertencem a grupamentos —CO de carboidratos
(Schindler et al., 2007; Mecozzi et al., 2009).
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Figura 5. Espectros FTIR das glomalinas extraidas dos diferentes ecossistemas. G1:
Ecossistema natural (Carrasco-Brasil), G2: Ecossistema natural (Cerraddo-Brasil), G3:
Ecossistema natural (Brejo altitude-Brasil), G4: Ecossistema Estressado
(Contaminado-Cuba), G5: Ecossistema Agricola (Cultura de soja-Argentina).

A andlise de componentes principais (ACP) (PC1+PC2=97%) também confirmou a
resposta das estruturas ao tipo de ecossistema (Figura 6), como verificado na analise de ACP-
RMN *3C. Este resultado indica que o padréo estrutural das Glo também respondeu ao tipo de
ecossistema, em termos grupamentos funcionais. Este fato permite entender que a resposta
estrutural das Glo em funcdo do ecossistema é também em nivel molecular e ndo s6 limitado a
presenca de estruturas especificas.
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Figura 6. Analise multivariada de ACP realizada a partir dos dados espectrais de FTIR.

3.5.3 Caracterizacdo morfoldgica das glomalinas mediante microscopia eletrénica de
varredura (MEV).

Para visualizar estas respostas em nivel morfologico, foi realizada a microscopia
eletronica de varredura das Glo liofilizadas (Figura 7). As Glo G1, G2 e G3 apresentaram
morfologias superficiais (2 pum) e granulométrica semelhantes (10 pm). De outro modo, as
Glo G4 e G5 mostraram morfologias diferentes. A morfologia granular da Glo G4 tem
aspecto menos amorfo, enquanto que a morfologia superficial da Glo G5 foi mais compacta
(menos irregular).

Figura 7. Imagens de MEV obtidas a duas magnificaces das glomalinas dos ecossistemas.
G1: Ecossistema natural (Carrasco-Brasil), G2: Ecossistema natural (Cerradao-Brasil),
G3: Ecossistema natural (Brejo altitude-Brasil), G4: Ecossistema Estressado
(Contaminado-Cuba), G5: Ecossistema Agricola (Cultura de soja-Argentina).
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Finalmente, a caraterizacdo estrutural RMN *C CP MAS e FTIR aliada com o
tratamento estatistico dos dados espectrais permitiram encontrar resposta do padrdo estrutural
das Glo isoladas em funcdo do tipo de ecossistema. Os dados espectrais apontam para
enriquecimento estrutural das Glo responsivas ao tipo de ecossistema, o que também foi
refletido em suas carateristicas morfologicas.
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3.6 CONCLUSOES

Os resultados confirmam a hipdteses em estudo. Foi comprovado que as Glo possuem
padrdo glicoprotéico estrutural préprio que permite seu reconhecimento como um
componente independente dentro da matéria orgénica do solo.

O padrdo estrutural glicoprotéico responde ao tipo de ecossistema em que a Glo é
produzida. Assim, ecossistemas menos perturbados podem possuir Glo com caracteristicas
estruturais mais estaveis (maior aromaticidade), a0 mesmo tempo em que, ecossistemas sob
manejo agricola e perturbados apresentam Glo com carateristicas estruturais que contribuem
para o equilibrio no solo.

Estes estudos sdo inéditos na literatura e resultam particularmente em grande
importancia ao demonstrar que perturbacdes ocorridas nos ecossistemas refletem no equilibrio
bioldgico-fisico e quimico dos solos. As particularidades estruturais das Glo (-COOH, —-C=0,
C-Aromaticos e C-Anoméricos) atuam como indicadores ambientais de perturbagdes ou
manejos dos solos.

Novos estudos estdo sendo realizados para conhecer se existem determinadas
estruturas nas Glo que caracterizam cada tipo de perturbacgdo ou estresse nos ecossistemas.
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4. CAPITULO II

CARACTERIZACAO DE FRACOES HUMICAS DE DIFERENTES
ORIGENS. SOLOS ORGANICOS E MATERIAIS COMPOSTADOS*

*Capitulo publicado na revista Scientific Reports - Nature (doi:10.1038/srep20798) tendo
como autores: Garcia, A.C.; de Souza, L.G.A.; Pereira, M.G., Castro, R. N., Garcia-Mina,
J.M., Zonta, E., Lisboa, F.J.G. & Berbara, R.L.L.
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4.1 RESUMO

O conhecimento da relagdo da propriedade em funcéo da estrutura de substancias humicas
(SHs) é a chave para a compreensao de seu papel no solo. Apesar dos progressos, 0s estudos
sobre este tema ainda estdo em discussdo. Neste capitulo foram analisados 37 fragdes humicas
no que diz respeito a sua composicao isotopica e caracteristicas estruturais. Mostramos que,
independentemente da fonte de origem do carbono (Cs; ou C,) extraido do solo, as SHs e
acidos humicos (AHs) séo estruturalmente semelhantes uns aos outros. A fracdo SH mais labil
e funcionalizada, enquanto que a fraccdo AH é mais recalcitrante e menos funcionalizada.
Assim, pode-se concluir que suas diferencas relevantes estdo em sua organizacdo estrutural, o
que pode ser entendido como supramolecularidade. Em resumo, as comparac6es das fragoes
himicas permitiram uma melhor compreensédo da relacdo entre a fonte de carbono de origem
vegetal e a estrutura. Neste estudo, os conceitos cientificos sdo unificados e a base para o uso
agrondmico de SHs € estabelecida.

Palavras-chave: Supramoleculas. Fra¢des humicas. Caracterizacdo estrutural.
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4.2 ABSTRACT

The knowledge of the relationship of the knowledge of the property relationship of humic
structure function (HSs) is the key to the understanding of their role on the ground. Despite
the progress, the studies on this topic are still under discussion. In this chapter 37 humic
fractions were analyzed with respect to their isotopic composition and structural features. We
have shown that, irrespective of the origin of the carbon source (C3 or C,4) extracted soil, (HS)
and humic acids (HAs) are structurally similar to each other. The HS more labile fraction and
functionalized, while the HA fraction is most recalcitrant and less functionalized. Thus can
conclude that their relevant differences are in their structural organization, which may be
understood as supramolecularidade. In summary, the comparisons of the humic fractions
allowed a better understanding of the relationship between the carbon source and plant
structure. In this study, the scientific concepts are unified and the basis for agronomic use of
HSs established.

Key words: Supramolecules. Humic fractions. Structural characterization.
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4.3 INTRODUCAO

As funcbGes da matéria organica dissolvida (MOD) no solo, especificamente das
substancias himicas (MOD-SH), sdo bem estabelecidas (Senesi et al., 2001; Pinton et al.,
2009; Tachibana et al., 2013; Tan, 2014).

Os estudos sobre a relagdo estrutura-propriedade das SH séo de grande importancia
para 0 entendimento de seus modos de acdo e a sua utilizacdo pratica. Devido as
caracteristicas estruturais heterogéneas e diversas fontes de origem da SH, é muito importante
que os estudos desta natureza que abordem a relacdo estrutura-propriedade com sistemas
naturais, devam incluir a caracterizacdo estrutural das SHs como premissa (Garcia, 2013).

A estrutura das SH tem sido descrita a partir de diferentes modelos estruturais. O
objetivo de propor um modelo de estrutura consiste em poder explicar 0 comportamento e
funcBes destas substancias no ambiente (Wershaw, 1994).

Este capitulo teve como objetivo estudar a relacdo entre a estrutura de fragdes humicas
de solos e materiais compostados. Foram caraterizados um total de 37 fragdes humicas (SH,
AH e Hu) provenientes de solos organicos de distintas origens e materiais compostados
mediantes técnicas isotopicas, quimicas e espectroscopicas (composicdo elementar, UV-vis,
FTIR e CP MAS *C RMN) bem como técnicas quimiométricas foram utilizadas para analisar
carateristicas estruturais e as suas propriedades de recalcitrancia e labilidade.

A fonte de material vegetal (C3 ou C4) ndo exerce uma clara influéncia nas
caracteristicas estruturais das fragcfes himicas, semelhantes entre si. Porém, as propriedades
geradas a partir destas estruturas sdo diferentes. Assim, pode-se concluir que suas diferencas
relevantes estdo em sua organizacdo estrutural, o que pode ser entendido como
supramolecularidade.
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4.4 MATERIAL E METODOS
4.4.1 Solos e materiais compostados utilizados para a obtencao das fra¢es humicas.

Os solos selecionados para a obtencdo das fracBes humicas sdo classificados como
Histosolos (Santos et al., 2006). As amostras de solos foram coletadas em sete estados do
Brasil (Rio de Janeiro, Brasilia-DF, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Paraiba, Rio Grande do
Norte, Ceard) com variacdo quanto a temperatura, umidade e precipitacdo (Ebeling et al.,
2006; Santos, 2005 ). As fragdes humicas foram obtidas a partir de materiais compostados,
obtidos de um vermicomposto produzido com utilizacdo de esterco bovino e capim de
elefante (Pennisetum purpureum) como matérias primas. As propriedades dos solos e
materiais compostados ver Anexo - Tabela 3 e 4 respectivamente.

Para melhor compreensdo no trabalho com as fragfes humicas, utilizou-se a seguinte
nomenclatura: Substancias humicas: (Rio de Janeiro: HS_RJ, HS_RJ2, HS RJ3 e HS RJ4;
Brasilia-DF: HS_DF; Mato Grosso do Sul: HS_MS; Séao Paulo: HS_SP; Paraiba: HS PB; Rio
Grande do Norte: HS_RN; Ceard: HS_CE, HS_C2; Vermicomposto: HS VCF; Composto:
HS_CCF). Para os Acidos himicos: (Rio de Janeiro: HA_RJ, HA RJ2, HA RJ3 e HA_RJ4;
Brasilia-DF: HA_DF; Mato Grosso do Sul: HA_MS; Sdo Paulo: HA_SP; Paraiba: HA PB;
Rio Grande do Norte: HA RN; Ceara: HA CE, HA C2; Vermicomposto: HA VCF;
Composto: HA_CCF). Para as Huminas: (Rio de Janeiro: Hu_RJ, Hu_RJ2, Hu RJ3 e
Hu_RJ4; Brasilia-DF: Hu_DF; Mato Grosso do Sul: Hu_MS; S&o Paulo: Hu_SP; Paraiba:
Hu_PB; Rio Grande do Norte: Hu_RN; Ceara: Hu_CE, Hu_C2).

4.4.2 Obtencéo e purificacdo das fracbes humicas.

A extracdo e purificacdo das fracBes himicas - substancias hdmicas (SH) e acidos
hamicos (AH) - foram realizadas seguindo a metodologia da Sociedade Internacional de
Substancias Humicas (IHSS) e de acordo com o protocolo descrito por Swift (Swift, 1996).
Uma modificagdo inicial foi adotada realizando um pré-tratamento das amostras de solo com
uma solucéo de HCI (0.1 mol L™), pH 1.0-2.0 (Schnitzer, 1982; Novotny, 2002).

4.4.3 Quantificacdo de is6topos estaveis do **C (8*C).

A abundancia isotépica de *3C (5'°C) foi determinada nas amostras de fracdes himicas
extraidas de solos e de materiais compostados a partir de 200-400 ug usando um analisador
Carlo Erba automatic C—N analyzer (EA 1108, Milan, Italy) acoplado a espectrébmetro de
massas continuous-flow isotope ratio-mass spectrometer (Finnigan Mat, Bremen, Germany).
Os resultados foram expressos em §13C (%o) utilizando PDB como referéncia para o carbono.

4.4.4 Composicao elementar e relagio E4/Es

A composicdo elementar foi realizada utilizando um analisador elementar Perkin
Elmer 2400 CHN. As analises foram realizadas utilizando-se 1,1 = 0.1 mg de amostras
pesadas em micro balanca acoplada ao aparelho. O padrdo de referéncia utilizado foi a
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acetanilide (C: 71.09%; H: 6.71%; N: 10,36%). O grau de oxidacdo interna (Wi) e a
densidade das fragdes humicas foi determinado conforme Orlov (Orlov, 1985). A anélise das
SH e AH foi realizada por espectroscopia Ultravioleta visivel (UV-vis) e a obtencdo dos
espectros realizados conforme Canellas (Swift, 1996). Os espectros de UV-vis foram obtidos
numa faixa espectral de 200 a 800 nm. Para determinacdo da relacdo coeficiente E4/Es, foi
dividido o valor de absorbancia em 465 nm pelo obtido em 665 nm.

4.4.5 Espectroscopia de infravermelho (FTIR) e espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de polarizagdo cruzada com rotagdo em torno do angulo magico (**C-
CP/MAS RMN).

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos na faixa de 4.000-400 cm™,
em espectrometro de infravermelho da marca NICOLET (FT-IR), modelo 6700, com
transformada de Fourier (FTIR), utilizando pastilhas de KBr (5 mg de AH liofilizado + 200
mg de KBr).

A espectroscopia CP MAS *C-RMN foi realizada no aparelho Bruker AVANCE Il
RMN a 400 MHz, equipado com probe de 4 mm Narrow MAS e operando em sequéncia de
ressonancia de 13C a 100.163 MHz. Os espectros foram divididos em desvios quimicos; as
areas foram determinadas ap0s a integracdo de cada regido e expressas em percentagem da
area total. As regiGes foram atribuidos como se segue: alquilo C (CAlg-H, R): 0-45 ppm;
metoxilo e N - alquilo C (CAIg-O, N): 45-60 ppm; O-alquilo C (CAlqg - O): 60-91 ppm; di-O -
alquilo C (anomérico) (CAlq - di-O): 91-110 ppm; aromatico C (carro -H, R) : 110-142 ppm;
O- aromético C (CAR- O) : 142-156 ppm; carboxilo C (CCOO - H , R) : 156-186 ppm e
carbonilo C (CC =0) : 186-230 ppm .

4.4.6 Tratamento quimiométrico e estatistico dos dados espectrais.

As analises quimiométricas de componentes principais (ACP) e curvas de ressolucéo
multivariada (CRM) envolvendo os dados espectrais de *C—CP/MAS RMN e FTIR de todas
as fracBes humicas foram realizadas utilizando o programa Unscrambler® X 10.3 package
(Camo Software AS Inc., Oslo, Norway). Os espectros *C-RMN e FTIR das fracdes hlimicas
foram carregados a partir do software e normalizados segundo a normalizacéo por area (aerea
normalization). A faixa selecionada para conformar as matrizes de dados espectrais >*C-RMN
foi de -20 ppm até 240 ppm. Os valores fora desta faixa foram descartados para evitar falsas
contribuicdes nas analises. Nas analises ACP de cada fracdo humica foram realizadas
utilizando um algoritmo NIPALS, método de validagdo CROSS VALIDATION com um
nimero maximo de sete componentes. Para as analises ACP FTIR, foi selecionada uma faixa
entre 400 cm™ e 3800 cm™. Foram utilizadas as mesmas condicdes de anélises que as
utilizadas para *C-RMN. A quantificacdo da labilidade e a recalcitrancia expressos em
porcentagem (%), foi realizada a partir da concentracdo dos componentes.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Caracteristicas estruturais das frac¢cGes humicas analisadas por espectroscopia de
RMN de 13C.

Os picos presentes em ~24 ppm e ~32 ppm nas fracces SH e AH correspondem a
CH3 (*CH3-R, R=alkyl) e CH2 (R-*CH2-R', RR'=alkyl) a&tomos de carbono,
respectivamente. Nas fracGes Hu, o pico representando estas estruturas foi registrado em ~29
ppm. As trés fraccOes de picos registadas em ~55 ppm representando CH3 (*CH3-0O-R, R=
alkyl) carbonos. Os picos a ~71 ppm representam CH2 (R-*CH20H, R= monossacarido)
atomos de carbono, e os picos a ~102 ppm correspondem a 4&tomos de carbono anoméricos de
unidades de monossacaridos. Os picos a ~129 ppm representam atomos de carbono de anel
aromatico (fenil-R, R=H). Picos a ~172-175 ppm séo atribuidos a COO (RO- *CO-R', R=H e
R'=arilo), e aqueles em ~206-209 ppm sdo atribuidos a C=0 (R-*CO- R', RR'= alkyl) (Figura
8).

As fracdes humicas de solos apresentaram a seguinte ordem de aromaticidade:
AH>SH>Hu. As assinaturas espectrais das fracdes humicas correspondem a presenca de
carbonos sp® e sp®. As caracteristicas estruturais das fracdes hiimicas de solo mostram que os
AH possuem maior predominio de C-alifaticos e C-aroméatico ndo substituido quando
comparada com as fragbes de SH e Hu. Dentre as fracGes humicas extraidas de materiais
compostados (AH e SH), os AH possuem predominio de C-aromético ndo substituido e
propriedades aromaticas mais marcantes.
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Figura 8. Espectros de 13C CP MAS RMN das diferentes fracgdes humicas extraidas de
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As caracteristicas estruturais das fracdes himicas extraidas de solos e as extraidas a
partir de materiais compostados, indicam que nos AH de solos ha predominio de C-alifaticos
e aromaticos ndo substituidos. No entanto, AH de vermicomposto apresentaram
caracteristicas aromaticas mais marcantes que os extraidos de solos. Para as fra¢cdes de SH de
solos destaca-se um predominio médio de C-alifaticos ndo substituido (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdes relativas (percentuais) de tipos de carbono dos espectros de 13C-CP /

MAS-RMN.
Fracdo CAlk- CAlk- CAIk- CAlk-di- CAr- CAr- COO0- C=0 Arom*  Aliph”
Himica H,R O,N @] @] H,R O,N H,R
HS _RJ 3913 6,52 10,87 3,26 17,39 4,35 13,04 543 21,74 78,26

HS RJ2 36,84 11,58 11,58 2,11 15,79 2,11 15,79 4,21 17,89 82,11
HS_RJ3 31,58 12,63 14,74 4,21 15,79 2,11 13,68 5,26 17,89 82,11
HS RJ4 17,89 11,58 18,95 3,16 21.05 5,26 16,84 5,26 26,32 73,68
HS_DF 28,42 14,74 21,05 4,21 8,42 3,16 14,74 5,26 11,58 88,42
HS_MS 32,98 12,77 17,02 5,32 9,57 4,26 14,89 3,19 13,83 86,17
HS_SP 26,53 10,20 15,31 2,04 23,47 3,06 12,24 7,14 26,53 73,47
HS_PB 24,21 16,84 21,05 4,21 7,37 4,21 17,89 4,21 11,58 88,42
HS_RN 27,37 11,58 15,79 3,16 20,00 3,16 13,68 5,26 23,16 76,84
HS_CE 20,00 13,68 22,11 316 11,58 4,21 21,05 4,21 15,79 84,21
HS_C2 23,40 13,83 14,89 4,26 18,09 5,32 13,83 6,38 23,40 76,60

Média 27,30 12,06 16,27 3,42 14,35 3,58 15,07 4,97 18,30 8076
SD 6,35 2,53 3,60 0,95 5,15 1,06 2,43 1,05 5,26 5,26

HS_VvC 18,37 16,33 18,37 6,12 13,27 6,12 17,35 4,08 19,39 80,61
F
HS_CC 21,43 19,39 18,37 6,12 9,18 5,10 17,35 3,06 14,29 85,71

HA_RJ 30,68 5,68 5,68 5,68 25,00 6,82 15,91 4,55 31,82 68,18
HA_RJ 48,89 2,22 7,78 1,11 18,89 1,11 12,22 7,78 20,00 80,00
|:|A_RJ 21,43 6,12 3,06 5,10 39,80 3,06 13,27 8,16 42,86 57,14
HA_DF 38,54 4,17 6,25 8,33 18,75 2,08 12,50 9,38 20,83 79,17
HA_MS 22,22 10,10 7,07 5,05 29,29 5,05 15,15 6,06 34,34 65,66
HA_SP 37,89 6,32 7,37 4,21 22,11 2,11 11,58 8,42 24,21 75,79
HA_PB 34,74 12,63 16,84 5,26 8,42 3,16 13,68 5,26 11,58 88,42
HA_RN 31,63 8,16 7,14 5,10 25,51 1,02 15,31 6,12 26,53 73,47
HA_CE 30,00 12,22 14,44 3,33 13,33 4,44 15,56 6,67 17,78 82,22
HA_C2 51,09 1,09 6,52 5,43 10,87 2,17 14,13 8,70 13,04 86,96
HA_RJ 24,24 7,07 9,09 5,05 25,25 5,05 15,15 9,09 30,30 69,70
Média 32,49 5,68 7,55 4,46 19,76 2,79 13,97 7,11 23,14 74,59

SD 9,41 3,55 3,78 1,66 8,55 1,76 1,42 1,56 9,05 9,05
HA_VC 20,00 13,68 9,47 9,47 15,79 9,47 12,63 9,47 25,26 74,74

ﬁA_CC 22,45 18,37 14,29 7,14 18,37 8,16 7,14 4,08 26,53 73,47
ﬁu_RJ 23,96 521 33,33 6,25 9,38 2,08 13,54 6,25 11,46 88,54
Hu RJ2 46,81 3,19 17,02 5,32 6,38 2,13 12,77 6,38 8,51 91,49
Hu RJ3 62,11 2,11 10,53 3,16 7,37 1,05 7,37 6,32 8,42 91,58
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Hu RJ4 27,47 5,49 31,87 4,40 6,59 2,20 15,38 6,59 8,79 91,21
Hu_DF 50,52 4,12 12,37 5,15 10,31 5,15 7,22 5,15 15,46 84,54
Hu_MS 30,21 521 29,17 7,29 10,42 3,13 10,42 4,17 13,54 86,46
Hu_SP 40,21 2,06 13,40 5,15 16,49 1,03 13,40 8,25 17,53 82,47
Hu_PB 23,08 6,59 27,47 6,59 8,79 4,40 17,58 5,49 13,19 86,81
Hu_RN 15,38 5,49 12,09 4,40 32,97 9,89 9,89 9,89 42,86 57,14
Hu_CE 17,71 8,33 37,50 4,17 6,25 6,25 14,58 521 12,50 87,50
Hu_C2 17,89 6,32 34,74 5,26 12,63 4,21 12,63 6,32 16,84 83,16
Média 29,21 4,52 21,25 5,07 10,15 3,03 11,83 6,21 13,68 84,02

SD 14,72 1,83 10,01 1,13 7,36 2,51 3,9 1,49 9,21 9,21
®Aromaticidade: Arom = ([CAr-H,R (110-142 ppm) + CAr-O,N (142-156 ppm)/total peak area (0-230
ggm])*lOO

Alifaticidade: Aliph = (100 — Arom)

Os dados espectrais *C CP MAS RMN mediante analise multivariada confirmam esta
observacao (Figura 9). O grafico de ACP (73% da variancia total explicada) (Figura 9-A)
indica um agrupamento em valores negativos na PC1 (57%) de dez dos treze AH estudados,
onde se incluem os AH extraidos de materiais compostados. A ACP (Figura 9-Al) apresenta
com 92% da variancia total explicada relacionada a quantidade relativa de tipos de carbonos
de cada AH. Na PC1 (60%) ficaram agrupados seis AH de solos devido ao predominio em
estruturas C-alquil-O e C-alquil enguanto outros cinco AH foram agrupados a valores
negativos devido ao predominio de C-aromatico. Os AH extraidos de materiais compostados
apresentaram maior relacdo com C-aromatico e alifatico substituidos.

As fracdes de SH distribuiram-se em dois grupos na ACP (76% da variancia total
explicada) dos espectros puros (Figura 9-1B). Ao contrario do comportamento apresentado
pelas fracGes de AH, seis fracbes de SH apresentaram maior relacdo com C-aromatico e C-
alifatico ndo substituido na PC1 (72%). As fracOes restantes de SH, incluidas as pertencentes
a materiais compostados, apresentaram estreita relacdo com C-aromatico e C-alifatico
substituido (Figura 9-B1).

A fracdo Hu apresentou uma distribuicdo na ACP com 86% da variancia total com
PC1 (72%) semelhante ao apresentado pelos AH (Figura 9-1C). Cinco fracOes de Hu se
agruparam e relacionaram a C-alifatico (valores positivos) enquanto que as restantes
estiveram agrupadas e relacionadas (valores negativos) ao C-aromatico e alifatico (PC1 72%).
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Figura 9. ACP para os dados obtidos por do 13 C-CP / MAS RMN dos espectros de SHs
extraidos de solos organicos e de materiais compostados. A, B e C) ACP realizada
utilizando os espectros puro. Al, B1 e C1) ACP realizada através da integracdo por

regi

des no espectro puro.

A Figura 10-A mostra a ACP (67% da variancia total explicada) dos espectros puros
para as fracOes soluveis AH e SH. Na PC1 (50%) as fragdes de AH se mostram agrupadas em
valores positivos enquanto as SH em valores negativos. Os AH obtidos de vermicomposto e
mostraram uma relacdo mais proxima com as fragdes de SH extraidos de solos. A ACP na
Figura 10-B e a PC1 (52%), mostra que os AH de solo estdo relacionados a C-alifatico e C-
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aromatico néo substituido, enquanto que as SH de solos, SH e AH de materiais compostados
se relacionam com os C-alifético e aroméaticos mais funcionalizados.
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Figura 10. Analises de ACP para os dados obtidos a partir do carregamento dos espectros de
13C CP MAS RMN para as SH dos solos organicos e materiais compostados. A e C)
ACP realizado a partir dos espectros puros. B e D) ACP realizado a partir da
integracdo por regides nos espectros puros.

45.2 Labilidade e

A ACP (71% da variancia total explicada) na Figura 10-C mostra as trés fragdes
estudadas. Em valores positivos da PC1 (51%) foram agrupadas cinco fracdes Hu e trés de
AH enguanto que, em valores negativos, aparecem relacionadas as trés fracbes (SH, AH e
Hu). A Figura 10-D mostra na ACP (86% da variancia total explicada) um agrupamento com
valores positivos da PC1 (50%) de Hu e AH com a mesma origem e estreitamente
relacionados com C-alifatico ndo substituido. Outro grupo de Hu esteve agrupado com as SH
a valores positivos da PC1 e estreitamente relacionado com C-funcionalizados.

recalcitrancia nas

espectroscopica *C RMN aliada a CRM.

fracoes

humicas analisadas mediante

As SH apresentam um padréo de recalcitrancia resultante do C-aromatico e C-alifatico
ndo substituido e uma labilidade resultante fundamentalmente do C-alifatico substituido (C-
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alquil O, N e C-alquil-O) e C de carboxilas (Figura 11-A). Por outro lado, a recalcitrancia nos
AH além de ser resultado do C-aromatico e C-alifatico ndo substituido, também apresentou
contribuicdo dos C pertencentes a carboxilas, enquanto que a labilidade foi o resultado de C-
alifatico ndo substituido assim como o de C-aromatico (Figura 11-B). J& nas Hu os padrdes de
recalcitrancias e labilidade foram bem menos evidentes, isto porque a maior contribui¢éo para
a recalcitrancia foi devida tanto ao C-aromético como também por estruturas alifaticas
substituidas e C carboxilicos. A labilidade por sua vez teve a maior contribuicdo do C-

alifatico substituido e ndo substituidos e dos C carboxilicos (Figura 11-C).

A quantificacdo da labilidade e a recalcitrancia (%) reafirmam as diferencas
observadas nas CRM das fra¢fes humicas (Figuras 11-D, 11-E e 11-F). As HS extraidas de
solos apresentaram ~56% de labilidade e ~24% de recalcitrancia, enquanto que os HA
apresentaram ~47% de labilidade e ~39% de recalcitrancia. As Hu apresentam 67% de
labilidade e 32% de recalcitrancia. A ordem de recalcitrancia que as fragdes apresentam foi:

AH>HuU>SH.
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Figura 11. Curva de resolugédo multivariada (CRM) realizada a partir do carregamento dos
espectros 13C CP MAS RMN para as SH dos solos organicos e materiais

compostados. A) CRM das SH, B) CRM dos AH e C) CRM das Hu.
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45.3 As diferencas estruturais entre as fragdes humicas das diferentes origens
observadas mediante espectroscopica FTIR.

As caracteristicas espectrais nas fragdes himicas mostram a presenca de grupamentos
funcionais de diferente natureza quimica. As bandas de absorcdo a ~ 3400 cm™ indicam a
presenca de vibragbes de alongamento (1) -OH e / ou -NH (&lcoois, &cidos carboxilicos e
amidas). As bandas a ~ 2900 cm™ e 2800 cm™ correspondem a simétrica e assimétrica (1-CH,
respectivamente (CH3) alifatico. Uma banda intensa destaca-se nas fra¢cbes do SH em ~ 1593
cm™ corresponde a C vibragdes = C de estruturas arométicas e simétricas e assimétricas [1-
COO-. Nas fraccBes AH, a banda de absorcdo a ~ 1715 cm™atribuidos a [ COOH dos 4cidos
carboxilicos foi mais visivel. Bandas visiveis entre 1617 cm™ e 1620 cm™ nas fracces de Hu
e AH, respectivamente, sdo bandas correspondentes aos complexos [1 C = C aromatico, [1 C
= O da amida I, -COO- e simétrica [1 (ha AH o0 -COO- [J assimétrica era visivel em 1407 cm’
1. Bandas complexas em 1388 cm™ e 1378 cm™ visivel na SHs e tem correspondéncia a [J
OH, -CH2 e -CH3 deformacdes e [1 CO de fenéis. As bandas a ~1035 cm™ e ~1097 cm™
corresponde a -OH [J de &lcoois alifaticos e polissacaridos (Figura 12).
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Figura. 12. Espectros de FTIR das SH extraidas de solos organicos e materiais compostados.

A Figura 13 mostra a ACP (89% da variancia total explicada) para as fracbes de AH.

Nove AH se agruparam em valores positivos da PC1 (79%) e quatro em valores negativos.
Diferente das ACPs realizadas a partir dos espectros *C RMN, nesta analise os AH
originarios de materiais compostados ndo mostraram semelhangas em termos de grupamentos
funcionais (Figura 13-A). A ACP (75% da variancia total explicada) para as fracGes de SH
mostrou uma clara separacdo destas fracbes em dois grupos: sete fracbes de SH se agrupando
a valores positivos da PC1 (56%) e seis a valores negativos. As SH originarias de materiais
compostados também ndo mostraram semelhanga em termos de grupamentos funcionais
(Figura 13-B). A ACP (86% da variancia total explicada) também mostrou que as Hu se
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distribuem em dois grupos na PC1 (65%). Seis Hu se agruparam em valores positivos e cinco

em valores negativos (Figura 13-C).
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Figura 13. ACP para os dados obtidos dos espectros FTIR de SHs extraido dos solos
organicos e materiais compostados.

A comparacéo entre as fracdes de AH e SH na ACP (92% da variancia total explicada)
mostra uma clara separacdo destas fracbes na PC1 (85%) (Figura 14-A). As SH e os AH
apresentaram fortes diferencas em termos de grupamentos funcionais. As SH se agruparam
em valores positivos da PC1 enquanto os AH se agruparam em valores negativos. A ACP das
trés fracbes (80% da variancia total explicada) mostrou que as Hu séo semelhantes aos AH em
termos de grupamento funcional, se agrupando em estreita relacdo na PC1 (50%).
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Figura 14. Analises de ACP para os dados obtidos a partir do carregamento dos espectros de
FTIR para as SH dos solos organicos e materiais compostados.

As diferencas estruturais entre as fragbes himicas das diferentes origens foram
também observadas mediante composic&o isotdpica e elementar. A composicao isotopica 5°C
foi semelhante nas trés fracdes humicas isoladas de solo (Tabela 3). De maneira geral, estas
fracOes humicas apresentaram uma composicao isotopica entre -20 %o ¢ -30 %o enquanto que,
as fracdes isoladas de materiais compostados possuem uma composicao entre -14 %o e -16 %o.
Esta composicdo isotdpica mostra que o carbono vegetal nas fragdes himicas de solos pode
ter origem em plantas de ciclo fotossintético C3 enquanto que o carbono nas fragdes himicas
de materiais compostados € originario de plantas C4 (Alves et al., 2005) (Tabela 3).

Tabela 3. ComposicOes elementares, isotopicas, parametros de oxidacdo, volumes aparentes,
densidades aparentes, e relacdo E4 / E6 de SHs.

C

H

N 0o

SH % HIC CIN OIC o v & EJEs  8%C (%)
HS RJ 4817 475 227 4435 1,18 2476 069 174 061 164 587  -22,687
HS_RJ2 49,26 486 3,68 41,72 1,18 1562 064 160 062 161 601  -22,153
HS RJ3 49,07 4,92 449 3958 1,20 1275 060 151 062 162 611  -22,192
HS RJ4 4726 433 312 4181 110 1767 066 168 059 170 592  -18,623
HS DF 49,74 416 1,40 4418 100 4145 067 1,69 060 1,65 567  -25401
HS_SP 47,60 452 362 4246 1,14 1534 0,67 1,69 060 167 6,21 -17,411
HS MS 49,19 443 326 4050 1,08 1760 0,62 156 060 1,65 602  -24,937
HS_PB 49,40 344 252 4344 084 2287 066 169 058 173 544  -19,118
HS RN 49,62 414 242 4306 100 2392 065 165 060 166 577  -25210
HS_ CE 5023 4,18 345 3960 100 1699 059 149 060 1,65 581  -24,552
HS C2 49,01 442 437 4022 108 1308 062 155 060 166 613  -20,732
HS CC 5395 405 203 4067 09 3101 057 143 063 158 435  -14,684
HS VvC 50,06 377 417 41,72 090 1401 063 159 059 168 501  -15005
Média 49,40 4,29 299 4176 104 1930 063 162 060 1,66 5,90

SD 156 040 092 1,7 011 795 003 008 001 003 022

HA RJ 5240 335 371 4534 077 1648 065 1,67 061 1,65 412  -22483
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HA_RJ2 4949 366 280 4303 089 2062 065 166 059 1,70 4,33 -25,124
HA_RJ3 4968 355 249 4364 086 2328 066 169 059 1,71 3,96 -23,595
HA_RJ4 53,10 4,06 268 4636 092 2312 065 167 063 158 3,93 -21,948
HA DF 4764 431 198 4135 109 2807 065 165 059 1,70 4,76 -21,056
HA_MS 5234 312 3,20 4602 0,72 1908 066 1,70 0,60 167 4,66 -25,179
HA_SP 5140 328 220 4592 0777 2726 067 1,72 059 168 4,71 -16,604
HA_PB 5098 347 226 4525 082 2632 067 1,71 060 168 4,88 -21,963
HA RN 5123 344 3,78 4401 081 1581 064 165 060 168 449 -24,850
HA_CE 4992 408 433 4151 098 1345 062 158 060 166 3,90 -24,101
HA_C2 5024 340 260 4424 081 2254 066 169 059 171 4,07 -22,500

HA_CC 52,76 304 358 4614 069 1719 066 169 060 167 4,23 -14,857

HA_VC 5125 330 3,89 4406 0,77 1537 0,64 166 059 169 441 -16,108

Média 50,93 352 295 4434 083 2013 065 167 060 167 433

SD 148 037 0,72 161 011 466 001 004 001 004 0,35
Hu_RJ 379 382 191 3218 121 2321 064 160 048 2,09 --- -18,575
Hu RJ2 3836 325 137 3374 102 3278 0,66 167 047 214 --- -23,654
Hu RJ3 31,20 338 1,72 2610 130 21,13 0,63 15 0,40 2,49 --- -22,787
Hu RJ4 3659 347 124 3188 114 3430 0,65 165 046 2,19 --- -26,163
Hu_MS 3935 3,78 147 3410 115 3132 0,65 164 049 2,03 --- -26,487
Hu DF 3910 4,97 154 3259 153 29,70 0,63 154 053 1,90 --- -26,831
Hu_C2 3030 327 146 2557 130 2429 0,63 158 0,39 257 --- -22,116
Hu SP 3390 437 136 2817 155 29,02 0,62 153 046 2,19 --- -27,600
Hu_PB 3845 307 157 3381 09 2863 0,66 168 046 2,16 --- -20,949
Hu RN 3540 338 183 30,19 115 2259 0,64 161 044 2,26 --- -25,354
Hu CE 3810 411 211 3188 129 21,05 0,63 157 0,49 2,04 --- -23,970

Média 36,11 368 158 30,79 122 2670 064 160 046 218 ---
SD 302 05 025 29 018 458 001 005 0,04 019 ---

As fragbes humicas SH extraidas dos materiais compostados mostraram maiores
valores de C do que o apresentado pelas SH extraidas de solos organicos enquanto HS_VCF
apresentou quantidades superiores de N. A relacdo H/C foi inferior nas SH extraidas de
materiais compostados, o0 v nas HS_CCF foi levemente superior e a 6 em HS_VCF foi
ligeiramente superior quando comparadas com as SH extraidas de solos. As fracbes HS_CCF
e HS_VCF aprestaram menores relacdes E4/Eg.

Quando comparados com os AH extraidos de solos, os extraidos de materiais
compostados apresentaram maiores contetdos de C e N. A fragdo HA_CCF apresentaram 0s
maiores conteudos de O, maior relacdo O/C e maior valor ®, enquanto HA VCF
apresentaram os maiores valores de d e relagdo E4/Es.

A Figura 15 mostra como se relacionaram os elementos com cada fragdo humica
solavel (Figura 15-A) e entre as trés fragdes humicas (Figura 15-B). A PCA (67,02% da
variancia total explicada) realizada para as fragdes SH e AH mostrou que existe uma relagéo a
valores positivos da ACP (41.25%) entre as SH e o0s parametros associados com a
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oxigenacdo/funcionalizacdo (O, O/C e ®) e também com os parametros de relacdo C/N,
E4/ES6, C e 4. Por outro lado, os AH mostraram uma relagdo com os pardmetros relacionados
com a saturacdo das ligac6es (H, H/C), v e contedo de N.

A ACP (79,41% da variancia total explicada) realizada para as trés fragdes (Figura 15-
B), mostrou que as fraces sollveis SH e AH estdo relacionados a valores positivos na PC1
(54.96%) com todos os elementos presentes (C, H, N, O), assim como também com 0s
parametros de o, v € E4/E6. As Hu se agruparam de forma independente a valores negativos
da PC1 mostrando uma relagdo com os parametros C/N, H/C e 4.
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Figura 15. Analises de ACP para os dados obtidos a partir da composicao elementar das SH
dos solos organicos e materiais compostados.

O tipo de material vegetal que deu origem as fracdes humicas ndo influenciou o tipo
de estrutura. As SH de solos provenientes de carbono de plantas C3 desenvolvem estrutura
semelhante com as SH de materiais compostados provenientes de carbono de plantas Cy,
sendo 0 mesmo comportamento observado para a fragdo de AH.

A fracdo de AH obtida a partir de solos organicos e de materiais compostados €
predominantemente aromatica e alifatica com baixa funcionaliza¢do quimica (substituicdo por
O e N), enquanto que a fracdo (SH) esta constituida predominantemente por estruturas
funcionalizadas (Figura 15-B e Tabela 3). Estas caracteristicas estruturais indicam que o
himus em sua forma integra é mais labil que a fracdo de AH, e que a fracdo de AH apresenta
compostos fundamentalmente recalcitrantes (Figura 11). A fracdo humina (Hu) né&o
apresentou carateristicas estruturais proprias que as diferenciem dos AH. As analises de ACP-
FTIR mostraram uma estreita relacdo desta fracdo com os AH indicando que suas
propriedades de labilidade e recalcitrancia resultaram menos evidentes. Estes resultados
confirmam os estudos sobre a relacdo das Hu com os AH (Russell et al., 1983; Hayes et al.,
2010).

Tanto as SH extraidas de solos quanto as de materiais compostados mostraram
semelhangas em suas caracteristicas estruturais. Isto indica que as SH, independente da fonte
de origem, produzem estruturas humicas semelhantes. Isto ndo foi observado para os AH.
Eles, extraidos de materiais compostados, apresentam maior semelhanca estrutural com as
fracdes de SH do que com as extraidas dos solos. Estes resultados indicam que as maiores
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variacdes estruturais acontecem quando se realiza o fraccionamento quimico a partir das SH
integras. Em resumo, as diferencias estruturais entre o0 himus (SH) e a fracdo de AH (fractes
solGveis) ndo se encontram na presenca das suas estruturas (Figura 12) mas sim na sua
conformagdo e/ou organizacdo estrutural. Estes resultados reforcam os trabalhos de
interpretacdo estrutural das fracdes hdmicas como supramoleculas, descrita por Nebiosso &
Piccolo (Nebbioso & Piccolo, 2011; Nebbioso & Piccolo, 2012). Na fracdo Hu resultou
menos evidente sua interpretacdo classica como uma fracdo independente. Ao contrério, as
Hu apresentaram menor caracteristica aroméatica e complexidade estrutural como enunciado
em estudos (Hayes et al., 2010; Nebbioso et al., 2015). Os resultados obtidos neste trabalho
sugerem que a fracdo Hu é semelhante aos AH mas que estabeleceu ligagdes com a fracdo
mineral nos solos o que justificaria sua baixa solubilidade (Nebbioso et al., 2015).
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4.6 CONCLUSOES

A fonte de material vegetal (C3 ou C,;) ndo exerce uma clara influéncia nas
caracteristicas estruturais das fragdes hamicas, semelhantes entre si. Porém, as propriedades
geradas a partir destas estruturas sao diferentes.

Assim, pode-se concluir que suas diferencas relevantes estdo em sua organizagéo
estrutural, o que pode ser entendido como supramolecularidade. A supramolecularidade das
fracBes humicas, que envolve a interacdo entre moléculas e reorganizagdo espacial, constitui
uma caracteristica da estrutura das fracdes humicas que é capaz de definir propriedades como
recalcitrancia e labilidade.
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5. CONCLUSOES GERAIS

O padrao estrutural glicoprotéico responde ao tipo de ecossistema em que a Glo é
produzida. Assim, ecossistemas menos perturbados podem possuir Glo com caracteristicas
estruturais mais estaveis (maior aromaticidade), a0 mesmo tempo em que, ecossistemas sob
manejo agricola e perturbados apresentam Glo com carateristicas estruturais que contribuem
para o equilibrio no solo. Estes estudos sdo inéditos na literatura e resultam particularmente
em grande importancia ao demonstrar que perturbagdes ocorridas nos ecossistemas refletem
no equilibrio biologico-fisico e quimico dos solos. As particularidades estruturais das Glo
atuam como indicadores ambientais de perturbac6es ou manejos dos solos.

A fonte de material vegetal (C3 ou C,;) ndo exerce uma clara influéncia nas
caracteristicas estruturais das fragdes humicas, semelhantes entre si. Porém, as propriedades
geradas a partir destas estruturas séo diferentes. Assim, pode-se concluir que suas diferencgas
relevantes estdo em sua organizacdo estrutural, o que pode ser entendido como
supramolecularidade. A supramolecularidade das fragdes humicas, que envolve a interacdo
entre moléculas e reorganizacgdo espacial, constitui uma caracteristica da estrutura das fracdes
hdmicas que é capaz definir propriedades como recalcitrancia e labilidade.
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7. ANEXO

Tabela 1. Caracteristicas dos solos presentes nos ecossistemas em estudo

Ecossi,stema Ecossistema Ecossistemna Natural
Agricola Perturbado
Argentina Cuba Brasil-CA  Brasil-BA  Brasil-CE
Propriedades dos solos (0,00-0,10 m)

SOC (mg g™) 15,7 20,3 20,0 47,2 20,8
POC (mg g™) 4.6 2,2 6,4 16,1 9,7
P (Bray 1) (mg g™) 41,1 140,8 91 77 98
pH (H,0) 5.8 7,9 5,1 4,45 5,1
Argila (g kg™) 133 150 642 587 616
Silte (g kg™) 450 73 96 36 19
Areia (g kg™) 471 12 262 377 262
GFE (mg g™ 1,5 1,1 0,02 0,03 0,01
GT (mg g 6,2 3,7 0,05 0,06 0,05

Tabela 2. Caracteristicas das Glomalinas presentes nos ecossistemas em estudo

10-20 38-50 54-60 70-73 90-100 113-130 173-177 178-181

ppm__ppm __ ppm ppm ppm ppm ppm ppm
Glo ¢, cH, OCH; C,OH c C-Arom .C=0 _COOH

anomeérico

Aminoacidos Carboidratos Aminoacidos Aminoacidos Aminoacidos
Gl 083 3512 041 21,90 1,24 3,31 23,97 13,22
G2 0,78 34,11 0,78 21,32 1,16 3,49 25,58 12,79
G3 0,78 3451 0,78 22,75 1,18 3,14 24,31 12,55
G4 2,19 20,44 0,36 17,88 0,73 1,09 34,31 22,99

G5 0,67 3266 135 1953 6,73 1,01 27,27 10,77
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Tabela 3. Propriedades quimicas do Organossolo utilizado neste estudo. Os valores medios de 3 réplicas.

Organossolo (¥) (W‘;'t*er) (Iggl) ca? Mg? K* Na' AP H* H+AI CEC
RJ 4,84+0,05 4,32+0,12 0,50<0,12 1,13+0,03 0,27+0,014 0,36+0,01 0,900,012 14,28+121  15,18+0,324  17,50+1,25
RJ2 3,95+0,32 3,50+0,17 1,00+0,15 1,53+0,12 0,21+0,011 0,67+0,02 3,80+0,034 28,21+154 32,010,854  35,40+152
RJ3 5,04=+0,11 4,40+0,36 6,60+0,24 3,90+0,21 0,34+0,012 0,97+0,02 0,87+0,058 16,29+1,32  17,16+0924  29,00+2,13
RJ4 5,50+0,54 4,30+0,45 2,50+0,31 4,70+0,15 0,12+0,051 0,26+0,03 0,10+0,01 20,20+1,62 20,30+0,963  27,90+3,01
DF 5,90+0,18 4,70+0,85 8,60+1,02 10,2+0,72 0,27+0,034 2,02+0,01 0,00 12,21+1,27 12,20+0,945  33,30+3,11
SP 5,200,44 3,20+0,71 0,60=0,02 1,50+0,01 0,450,028 0,61+0,04 0,400,018 57,85+1,98  58,20+0,932  61,40+2,14
MS 7,5020,27 4,50+0,84  42,70+2,01  4,30£0,13 0,390,034 0,24+0,01 000 1,60+0,12 1,60+0,002 49,20+1,65
PB 6,00+0,09 5,600,009  53,80+145  4,40+0,19 0,130,039 1,55+0,05 0,00 4,60+0,14 4,60+0,023 64,50+1,84
RN 7,6020,71 7,10x0,75  47,20£1,98  15,30£0,97  0,24+0,022 1,41+0,02 0,00 0,20=0,01 0,20+0,001 64,40+2,51
CE 6,10+0,62 5,70+0,43 24,00£1,11  25,10+1,02  0,70+0,047 9,46+0,95 0,20+0,017 6,20+0,12 6,40+0,001 65,60+3,22
c2 5,20+0,50 4,60+055  10,80+1,06 2,900,221 0,04+0,001 0,48+0,03 0,1020,02 6,20+0,25 6,300,234 20,60+3,41
Organossolo (*) S \Y P OM C N CIN C-HA C-FA C-Hu AH/AF
RJ 230+0,12  13,00+2,15 37,00+2,14 148,8+214 66,20+11,5 7,40+1,02 9,00+1,03  1580+021 16,17+055 31,46+1,03  1,02+0,02
RJ2 3,40+0,24 10,00+1,24 3,00:0,35 745,8+104 368,0+10,3 16,30+1,1 23,00+121 88,10+0,35 10,80+0,84 253,82+9  11,61+1,02
RJ3 11,80+1,02 41,00+1,47 38,00x155 222,6+445 116,0+143 8,50+054 14,00+2,03 35,75:0,85 16,22+0,95 60,11+7,11  2,33+0,03
RJ4 7,60£0,13 27,00£¢1,18 23,00+124 186,0+315 168,3x10,6 5,20+0,98 18,00+1,55 30,50:042 15,60+0,92 20,90+321  1,95:0,056
DF 21,00+121 63,00+1,16 25,00+1,31 187,0£338 1458+954 5,80x058 18,00+163 37,80:062 11,80:089 38,60+322  3,21+0,04
SP 3,20+0,3¢  5,00+1,14  4,00£0,15 391,0x279 231,4+21,3 9,40:032 22,00+1,31 112,80+03¢4 23,700,99 53,70+245 4,760,224
MS 47,60+2,15 97,00+2,31 77,00+1,84 254,0+264 95,40+17,1 6,89x0,74 13,78x23 1,40+0,55 2,80+0,12  62,80+9,87  0,50+0,11
PB 59,90+2,35 93,00+247 17,00+1,47 211,0+20,1 85,41+109 7,86:024 10,05:2,14 10,58:0,84 4,43+0,11  74,70+456  2,39+0,36
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RN

CE
C2

64,20+2,54

59,20+3,65
14,30+2,44

100,0+3,55

90,00+3,64
69,00+3,19

174,5+20,6

504,0+19,5
118,0+16,9

69,81+11,8

257,6+23,6
42,52+11,9

15,00+1,63

8,00+1,42
69,00+3,94

4,81+065 15,83+2,51 2,94+0,27 2,17+0,2 71,17+8,36 1,19+0,24
17,1+0,88 14,39+222 36,00+0,51 14,82+2,01 212,82+10,1 2,43+0,17
4,13+0,11 12,01+2,33 11,89+056  5,24+1,03  38,75+6,66  2,27+0,61

pH H.0 (1:2,5)
pH KCI (1:2,5)
Ca®*: (cmolc.kg™)
Mg?": (cmolc.kg™)
K*: (cmolc.kg™)
Na*: (cmolc.kg™)
APF*: (cmolc.kg™?)

H*: (cmolc.kg™)

H+Al: (cmolc.kg™)

CEC: (cmolc.kg™)

S: (cmolc.kg™)

V: (%)

P: (mg.kg™) (Fésforo avaliado)
MO: (g.kg™?) (Matéria organica)

TOC: (g.kg™) (Carbono organico total)

N: (gkg™)

C-AH: (g.kg™) (carbono de acido hiimico)

C-AF: (g.kg™) (carbono de é4cido falvico)

C-Hu (g.kg™) (carbono de humina)

(*): Como carbono organico é predominante nesses solos, estudos de tamanho de particulas ndo
sdo comumente realizados
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Tabela 4. Propriedades do vermicomposto e do material compostado. Os valores medios de 4

réplicas.
Vermicomposto Material
Compostado
pH 6,46+0,14 6,8+0,14
C.E (uS .cm™) 254,00+10,58 196,00+8,12
N (g.kg™) 5,70+1,03 4,80+0,98
Ca” (g.kg™) 2,02+0,21 11,40+1,02
Mg (g.kg™) 4,45+0,69 8,300,389
P (g.kg™) 1,51+0,01 5,12+1,03
K*(g.kg™) 5,00+1,03 14,00+1,84
COT (g.kg™h) 62,44+2,87 57,47+7,22
C:N 10,95+0,87 11,97+1,54
AH (g.kg™) 15,71+0,64 12,10+1,62
AF (g.kg™) 9,90+0,77 11,42+1,11
AH/AF 1,58+0,03 1,05+0,02
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