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O presente estudo objetiva apresentar uma sintesatuhl conhecimento sobre os conceitos e
fundamentos das substéncias humicas, métodos edxt fracionamento, purificacdo e caracterizacao,
através do uso de técnicas espectroscépicas, aétnaghr um panorama dos avancos dos estudos
cientificos relacionados ao tema na regido Nordést8rasil. A matéria organica do solo (MOS) tem
uma série de funcdes no meio ambiente, que incladertilidade e a reciclagem de nutrientes e de
carbono. No entanto, devido a sua natureza extrem@ntomplexa, sua caracterizacdo sempre foi um
desafio na quimica do solo. Dada a comprovagdo @& Em aumentar a capacidade produtiva dos solos,
em particular em solos tropicais, pesquisas visand@lhor entendimento de sua dindmica no solo tem
sido incentivadas. Ha crescente interesse no melitendimento de suas fracdes estaveis, denominadas
substancias humicas (SHs), constituidas por adideisos, acidos humicos e humira.estudo das SHs

no meio ambiente desenvolveu-se bastante nas &ltida décadas, gracas a novas metodologias e
equipamentos, porém sua origem e métattequados para mensurar 0 grau de humificacda afml
tema de discussdo. As varias técnicas utilizadaalraénte nem sempre sdo acessiveis por serem
complexas e requererem equipamentos de alto costoe pode ter limitado o desenvolvimento das

pesquisas em algumas regifes do Brasil, como agsitard
Palavras - chavé/étodos de extragdo, Técnicas espectroscopicaspRaanento da matéria organica, Regido Nordeste

This study aims to present a synthesis of currewkedge about the concepts and fundamentals of
humic substances, methods of extraction, fractionatpurification and characterization, by using
spectroscopic techniques, and provides an overoietie developments of scientific studies relaed t
the subject in Northeastern Brazil. The soil orgamatter (SOM) has a number of functions in the
environment, including fertility, nutrient cyclingnd carbon. However, by their very nature extremely
complex, its characterization has always been Hetfuee in soil chemistry. Given the evidence of SOM
to increase the productive capacity of soils, paféirly in tropical soils, research aimed at better
understanding the dynamics of the soil has beerowaged. There is growing interest in better
understanding of their stable fractions, called lusubstances (HSs), consisting of fulvic acid, flum
acids and humin. The study of SHs in the envirortnh@s grown significantly in the last three decades
thanks the new methods and equipment, but thegiromnd methods for measuring the degree of
humification are still widely discussed. The vasaechniques used today not always accessible ecau
they are complex and require costly equipment, viniay have limited the development of research in
some areas of Brazil, like the Northeast.

Keywords: Extraction methods, spectroscopic tealesg Fractionation of organic matter, Northeastiéteg

1. INTRODUCAO

A matéria organica do solo (MOS) compreende comp@sevivos e hdo-vivos. Os vivos sao
as raizes de plantas e os organismos do solo,itaomdd aproximadamente 4% do total. Os
componentes nao-vivos representam a matéria macioeg constituida de residuos de plantas
em decomposicdo, as substancias humificadas e amswréificadas. Sabe-se queMOS
constitui 0 maior reservatério de carbono da sigerterrestre e que € dinamico, podendo
variar em decorréncia de préaticas de manejo. Narmaaios solos, o teor de MOS pode variar
de 5 a 50 g.kgnos horizontes minerais [1,2].
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A importancia da adigéo e conservacao da MOS rlos bastante intemperizados como, por
exemplo, no semiarido do Nordeste brasileiro, addéraeu baixo teor, associada normalmente
ao baixo pH do solo devido a presenca de Oxidoalulminio. Por outro lado, nos sistemas
agricolas onde ndo ha entrada de nutrientes desfaxternas, a matéria organica do solo
(MOS) ¢ a principal fonte de nutrientes, como @socda agricultura de subsisténcia da regido
semiarida do nordeste do Brgdd]. O uso da matéria organica em solos com bakke fpaixa
fertilidade natural, permite dentre outros fatoreaumento da CTC, rapida correcdo da acidez,
tendendo a estabilizar o pH proximo a neutralidade fornecimento de nutrientes as plantas
[4], tornando-se fator de grande relevancia para a meltdas propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas dos solos dessa regiéo.

A comprovacdo da MOS em aumentar a capacidade tpradios solos, em particular, em
solos tropicais, tem incentivado o desenvolvimetdgesquisas visando melhor entendimento
da sua dindmica, especificamente de suas fractieess denominadas delstancias humicas
(SHs). As SHs podem ser entendidas como produts$ralasformacdes quimicas e biologicas
dos residuos vegetais e animais, assim como dalaates dos micro-organismos do solo.
Contudo, os conhecimentos sobre suas origens egsux de humificacdo, em diferentes
sistemas de cultivo e ecossistemas, ainda sdoéhigmst, principalmente sobre a estrutura
fisico-quimica e o potencial de retengéo de nuegn

As SHSs, constituintes de aproximadamente 70 a 8a%1@S na maioria dos solos séo
compostas pelas fracbes acidos fulvicos (AF), &cildmicos (AH) e humina (HUM),
determinadas com base na solubilidade em meio @ciétcalino [1, 2].0 estudo das SHs no
meio ambiente desenvolveu-se bastante nas Ulti@sslécadas, gracas ao desenvolvimento de
novas metodologias e equipamentos, porém as retsisas origens e 0s méetog@sa mensurar
o grau de humificacdo séo ainda tema de discugsé®,ndo ha um modelo definido para a
estrutura quimica das fragdes humificadas da MOS.

Os estudos das SHs vao desde os métodos de exthagAonamento e purificacdo até a
caracterizacdo por métodos espectroscopicos. Osdogtde extragdo mais utilizados s&o
Kononova, Dabin, Danneberg & Ullah, Schnitzer, $vBienites e os de purificagdo sdo os com
acido fluoridrico (HF), resina DAX-8, dialise efilzacdo. A caracterizacéo é feita por técnicas
espectroscépicas, sendo as espectroscopias na degifltravioleta-visivel (UV), na regido do
infravermelho (IV), fluorescéncia, ressonancia nédiga nuclear (RMN) e ressonancia
paramagnética eletrénica (RPE) as mais utilizatiesamente.

Vérias das técnicas utilizadas atualmente nos estias fracdes estaveis da matéria organica
sdo de pouca acessibilidade, por serem complexaseguipamentos necessarios sao de alto
custo de aquisicdo e manutencgdo, o que pode esitando o desenvolvimento de pesquisas
dessa natureza em algumas regides do Bissiteunifes bianuais realizadas pela Sociedade
Internacional das Substancias Humicas (IHSS) vaareoéndo grande contribuicdo na oferta e
organizacgao de informacdes sobre as fragcbes hunechEDS no solo e nas aguas, sua estrutura
e transformacdo no meio ambiente.

Assim, o presente estudo apresenta uma sinteseialacanhecimento sobre os conceitos e
fundamentos das SHs, métodos de extracdo, fracemtanpurificacéo e caracterizacéo, atraves
do uso de técnicas espectroscopicas, além de tuaggvanorama dos avangos dos estudos
cientificos relacionados ao tema na regido Norddst®rasil. O conhecimento gerado pode
servir para a tomada de deciséo relacionada ae onsmejo dos solos dessa regido.

2. DESENVOLVIMENTO

2.1CONCEITOS E ESTRUTURA DAS SHs

A matéria organica do solo (MOS) é considerada ctodo material no solo que contém
carbono organico, incluindo os micro-organismo®sie mortos, residuos de plantas e animais
em estagios variados de decomposicao, a biomassahiaina, as raizes e a fragdo mais estavel,
denominada humus [5]. A MOS desempenha papel fuentainnas funcdes do solo, sendo, por
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isso, considerada a principal caracteristica imttica da sua qualidade, por apresentar forte
interrelacdo com quase todas as caracteristidaadigiuimicas e biolégicas do solo, exercendo
forte influéncia na sua capacidade produtiva enddo muito intenso, na nutricdo das plantas
[2].

A MOS tem recebido atencdo considerada nas pesgpasdicularmente na Gltima década. E
constituida por C, H, O, N, S e P, com os teoré%,58%, 33% e os trés ultimos 3% [4].
Estudos mais recentes tém mostrado que a MOS gaofrpesada associada ao material
sedimentado (areia, silte e argila) geralmente ceemule aproximadamente 80% do carbono
organico total (COT) e nela estdo presentes agdsestaveis denominadas de substancias
hamicas (SHs). Segundo [1], as SHs podem ser dafiriomo uma série de polimeros amorfos
de coloracdo amarela, marrom a preta, de peso utateelativamente alto e formado por
reacdes de sinteses secundarias, bidticas e abidtisualmente classificados em relacédo a sua
solubilidade em élcali e &cidos.

Sao divididas em trés fragcbes com distintas caiatiteas fisico-quimicas: acidos fulvicos
(AF), &cidos humicos (AH) e humina (HUM). As SHswttdbuem com cerca de 85 a 90% do
COT e séo o principal componente da MOS, consistam grande reserva organica do solo
[4]. A parte humificada da MOS do solo é formada pwléculas recalcitrantes de origem
vegetal, animal e microbiana e representa um egtadifinido da MOS. Mesmo com o0s
recursos da quimica moderna, a estrutura moledataSHs ¢é ainda assunto de muitos estudos e
controvérsias. Sdo formadas por mistura heterog@&ndsmstante complexa de moléculas
organicas, polimerizadas e com massa moleculaarftastariada [2].

2.2. Acidos Fulvicos

Os acidos fulvicos sao soluveis em meio alcalinene acido diluido. Sdo constituidos,
sobretudo, por polissacarideos, aminoacidos e cstopdendlicos, que sdo mais reativos do
que as outras duas fra¢des pela maior quantidageides carboxilicos e fendlicos que contém.
Estudos da acéo direta das SHs sobre o metabobsmarescimento das plantas tém sido
centrados principalmente, sobre os AF, a fracdoiffeada considerada de menor massa
molecular e maior solubilidade e mobilidade no $bJ®].

2.3. Acidos Humicos

Os acidos huamicos séo soluveis em meio alcalims@dveis em meio 4cido diluido. Tém
sido definidos como substancias de coloragdo esconapostas por macromoléculas de massa
molecular relativamente elevada, formadas por mdeioeacdes de sintese secundarias a partir
de residuos organicos de plantas, animais e migansmos [1]. Entretanto, alguns estudos
tém sugerido novas concepcgdes para a estruturalexaspdessas fracdes. Os AH apresentam
maior teor de C, menor de O e teor similar de Hapié&F [7]. Isso pode ser comprovado com
0s estudos realizados por [8] em amostras de uiisgaig Amarelo.

A massa molecular relativa dos AH € maior do qdessAF, tendendo a ter mais aromaticos
e menos carboxilicos e grupos C-O alquil do quAFe$7] possivelmente por possuirem maior
conteudo de estruturas tipo polissacarideos. Estt8Hs, os AF e AH sdo os mais estudados.
As composi¢cBes médias de unidades béasicas de AR emA termos de formulas quimicas, sao

respectivamente CH O N S eC H O N S|[9]. Os AH e AF séo bastantes reativos e
135 182 95 5 2 187 186 89 9 2

essa elevada reatividade deve-se principalmentegsienca de grupos funcionais que contem
oxigénio, tais como carboxilas e hidroxilas ferédiqque sdo responsaveis pela sua acidez. A
acidez dos AH é menor que a AF, o que esta reladnom seus menores teores de carboxilas

[8].
2.4. Humina
A humina é insoltvel em meio alcalino e meio aadpode ter composicao variada. Possui

reduzida capacidade de reagdo. A sua ndo inseétadsl em meio aquoso pode ser devida
simultaneame a elevada hidrofobicidade e forterago com os componentes inorganicos e
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também por conter compostos lipidicos, estrutueasatboidratos e aromaticos em diferentes
proporc@es [10]. A HUM apresenta baixa acidez emparacédo aos AF e AH, o que, ao lado
da forte associacdo com 0s minerais, acarretaulnifidade em meio aquoso alcalino [1]. A
insolubilidade da HUM pode ser proveniente da sumef adsorcdo ou ligacdo a constituintes
inorganicos do solo.

3. FORMACAO DAS SHs

Os estudos sobre a formacao e estrutura das SHfiod&ecentes. Ao final do século XIX, ja
se considerava que as SHs possuiam natureza piineipte coloidal e com propriedades
fracamente acidas. Havia também informacbes a itesple sua interacdo com outros
componentes do solo e a nocdo de que os AH sedaan@almente lignina modificada. No
inicio da década de 30 do século XX, sabia-se cgéAld eram 0s constituintes mais
caracteristicos das SH. Inferia-se que havia grugaboxilicos e os AH eram formados
principalmente por compostos nitrogenados (proiaaanéis aromaticos derivados da lignina
[1].

A via de insolubilizacao refere-se & humificag@e dompostos fendlicos soluveis, a partir da
sua oxidacdo a quinona e polimerizacdo, formanddaimente dimeros e trimeros que
compdem a maior parte da policondensacdo dos mickromaticos. A partir da
policondensacao dos nucleos aromaticos destes stospgaimeros e trimeros) sdo formados os
acidos fulvicos, os quais se condensam, formandécm®s humicos castanhos que, por sua
vez, formam os acidos humicos cinzentos [11].

Por apresentarem alta complexidade quimica e fmtieracdo com a fracdo coloidal
inorganica do solo, essas substancias decompddéemtsenente e acumulam-se nos solos. As
SHs sao formadas a partir do processo denominaduifibacdo. Dentre as varias
possibilidades, encontra-se desde a classicadadaconsidera que sdo formadas a partir da
lignina modificada até a teoria mais aceita nalaade, a chamada de rota dos polifendis. As
rotas que envolvem a sintese das SHs a partir ddensagdo de polifenéis e compostos
aminados sdo as mais aceitas atualmente [6].

A lignina € um polimero disperso numa faixa de mas®lecular que varia de menos de
1000 até varios milhdes de Daltons [12] e a suatéexia a degradacao bioldgica no solo tem
sido atribuida a sua estrutura macromolecular. igsinas sdo formadas a partir de trés
precursores basicos, que sado os algeaismarilico, coniferilico e sinapilico. Algumasnigas
consistem de polimeros fenilpropandides da paretidac, altamente condensados e muito
resistentes a degradacéo. Eles sdo compostos adkdagp-hidroxifenila, guaiacila e siringila
[13].

Muitos pesquisadores tém tentado desenvolver medgldmicos para representar a
estruturas médias dessas substancias, como agrdpdzs para AH por [14] e por [15]. A
grande variacao no grau de polimerizacéo e no raidecadeias laterais e radicais que podem
ser encontradas nas SHs faz com que ndo existatarglade entre duas moléculas humicas.
Conforme argumento apresentado por [1] as subswruimicas sdo quimicamente muito
parecidas, mas as fragbes podem ser diferenciadas das outras pela cor, massa molecular,
presenca de grupos funcionais, grau de polimenzag¢éores de C, O, H, N e S.

Estudos com microscopia de ressonancia magnétidaamutém demonstrado que as SHs
resultam da agregacado de vérias classes de compognicos como agucares, aminoacidos,
ésteres e éteres alifaticos e aromaticos [16]. Gareoda técnica de “dosy” (difision ordered
spectroscopy),[17] afirmou que € possivel identificar varias sks de compostos nos
agregados do solo e, demonstrou que as SHs séealidade, associacdes ou agregacgdes de
moléculas de menores pesos moleculares que podeongadas pela acdo de acido.

4. IMPORTANCIA DAS SHs PARA O SOLO E AS PLANTAS

As SHs exercem influéncia amplamente reconhecidapnapriedades quimicas, fisicas e
biologicas do solo e, conseqientemente, no crestim#as plantas [18]. Nao encontrando
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estudo na regido Nordeste, citou-se um estudo teecéesenvolvido na regido Sudeste,
objetivando estudar os efeitos de concentrac6&satsdo humico na nutricdo e no crescimento
de mudas de Eucalipto em solugdo nutritiva, em{t@afirmaram que a altura e o didmetro de
caule reduziram de modo linear com a aplicacamdeentragcdes de C-acido hamico.

A utilizacdo do material hamico, em baixas conagties de C-acido humico (0,07-4,3
mg.L"), propiciou a méaxima producdo de matéria seca ale, raule, folha e total.
Adicionalmente, as SHs melhoram a estrutura dg soimentam a produtividade e a qualidade
dos cultivos, disponibilizam fésforo adsorvido neacfio argila, aumentam a superficie
especifica, a CTC e o efeito tampdo, dando maitebiislade ao solo e atuam como
reservatorio de N, P, S e micronutrientes. Nestdesto, as SHs sdo, portanto, importantes
reguladores funcionais dos processos quimicos ¢o0didos do solo e das plantas,
representando, por isso, um forte fator para @stadtilidade dos ecossistemas terrestres [2].

Segundo [20] as SHs tém poder redutor suficienta pransformar F& em Fé*, forma
absorvida pelas plantas. Os AF desempenham imperfsapel na complexacdo de metais
polivalentes além de alterarem as reacdes de serg@ponibilidade de P. Combina-se com os
Oxidos de Fe e de Al, argilas e outros compostganicos. Possuem propriedades redutoras e
formam complexos estaveis com Fe, Cu, Ca e Mg [20].

As SHs podem se ligar a fracdo mineral do solovésrale céations polivalentes [21]. Os
grupos acidos reativos distribuem-se por toda aaonamécula e, dessa forma, a ligacdo com
cations polivalentes pode ocorrer em diferentesiquéas de argila simultaneamente. Como
resultado, aumenta a agregacdo das particulas ldo Essa adsor¢do ndo somente une as
particulas de argila, mas também orienta a porgioffibica das substancias humicas para o
lado externo do agregado reduzindo a infiltraca@glea e aumentando a estabilidade do solo
[22].

Estudos realizados por [23] em Cambissolos derivatio calcario na regido de Irecé-Ba
constataram diferencas pedogenéticas em funcadoadodg polimerizacdo das SHs. Em certos
perfis houve predominio de compostos pouco poliadins (AF) e maiores quantidades de
compostos bem polimerizados (HUM). Em ambientesréiftes a do Nordeste brasileiro, como
de florestas subtropicais, [2ébservaram que a substituicAo de mata nativa ptivacule
pinheiro Araucaria cunninghamjicom 51 anos de idade resultou na diminuicdo timae de
C da fracdo AF, enquanto o estoque de C da fra¢fidicdu inalterado. Isso mostrou que a
fracdo AF é mais sensivel & mudanca de uso dajsela AH.

Os AH ajudam na germinagdo das sementes, aumengamei@ncdo de calor pelo solo,
gracas a coloracao, tipicamente escura, que posissms acidos exercem efeitos fisioldégicos
na planta na permeabilidade das membranas dasagéabsorcdo de nutrientes e atividade
enzimatica [25]. A acdo detergente e o conseqiamieento da fluidez das membranas é
defendida até hoje como um dos principais efeig@s$Hs no metabolismo celular dos vegetais
[26].

5. METODOS ANALITICOS DE EXTRAGCAO DAS SHs

Muitos trabalhos sdo realizados utilizando extedoorandos como pirofosfato de sédio,
agentes complexantes, acido formico, misturas aadsolventes organicos. Mesmo havendo
risco de alteracdes estruturais, ha pesquisadaeeprgferem a extracdo mais completa das SHs
utilizando alcalis. A International Humic Substasicgociety (IHSS) método [27] recomenda
um procedimento baseado em 4 horas de extracdosotugio de NaOH 0,1 mollLa
temperatura ambiente, na razdo solo/extrator IrfQ) ( Entretanto, varios fatores influenciam
no procedimento de extracdo e muitas questdes agtda por serem respondidas.

Atualmente s&o conhecidos varios métodos de extmgéacionamento das SHs: Kononova
[28], Dabin [29], Danneberg e Ullah [30], Schnitz8t], Swift [27], Benites [32], purificacdo
com acido fluoridrico (HF), resina DAX-8, didliseliefilizacdo, Swift [27]. Esses métodos
diferem quanto ao uso de substancias extratoragdce massa da amostra/extrator, tempo de
agitacao, centrifugacao e formas de purificacao.

O método Dabin utiliza pirofosfato de sddio (R, 0,1 mol.L"), relagéo solo/extrator de
1:20. O método Danneberg e Ullah utiliza 4gua deéwfa e resina quelatizante saturada com



D. C. Primo, R. S. C. Menezes, T. O. da Silva, 8ai®tena 7, 059901(2011) 6

sodio numa relacéo solo/resina/agua de 1:2,5:%ag#gi por 16 horas e centrifugacéo por 30
minutos a 15.000 rpm. O método Kononova usa soldedpirofosfato de sédio (WO 0,1
mol.L™?), relacdo solo/solucéo de 1:20, com agitacdo &ifteyacdo. O método Schnitzer usa
hidréxido de sédio (NaOH 0,1 moll), relac&o solo/solucéo de 1:10 agitacdo horizan@260
rpm, por 24 horas, e centrifugacdo. O método deét&ensa o hidréxido de sédio (NaOH 0,1
mol.L™?), relac&o solo/extrator de 1:10 agitacdo por acrentrifugacdo 15 minutos a 2,5 rpm
e 0 método de Swift usa acido cloridrico (HCl Mdl.L™") e hidroxido de sodio (NaOH 0,1
mol.L™), relac&o solo/extrator de 1:10, agitacéo porrh leocentrifugacéo de 9000 rpm por 10
minutos. Os métodos de extracdo, fracionamentai@icagdo sdo procedimentos antecedentes
aos estudos de caracterizacdo das SHs por medarmleas espectroscopicas.

6. CARACTERIZACAO DAS SUBSTANCIAS HUMICAS POR TECNI CAS
ESPECTROSCOPICAS

As Substancias humicas extraidas do solo apresentamalmente, uma quantidade elevada
de impurezas inorganicas, podendo em alguns cédmgmic até 50%, devendo ser, portanto,
eliminadas antes dos estudos de caracterizacdo.relthogédo consideravel dessas impurezas
inorganicas é obtida através de redissolugbesreaippgacdes sucessivas, modificando-se o pH
da suspensdo. Particularmente, eficiente é o temtmmdo extrato com solugéo diluida da
mistura de acido cloridrico e fluoridrico [33]. Qtmtor ideal deve retirar completamente as
substancias humicas sem alterar suas caractegifticaNesse sentido, diversas técnicas tém
sido empregadas como as espectroscopias na regiélravioleta-visivel (UV), na regido do
infravermelho (1V), a fluorescéncia, a ressonamoegnética nuclear (RMN) e a ressonancia
paramagnética eletrénica (RPE).

6.1. Espectroscopia na regido do ultravioleta-visé¥

A técnica de UV construiu o caminho para as outtasicas espectroscopicas. Apesar de
representar um salto histoérico, hoje raramentepact®scopia de UV-VIS é usada como o
principal método na andlise estrutural. Isso poreggectros UV-VIS de substancias hamicas
apresentam pouca definicdo, e a absor¢cdo decieesaenhente com o aumento do comprimento
de ondas, fornecendo pouca informacado estruturakp&ctroscopia de absorcéo de luz UV-Vis
é utilizada especialmente para medidas da rag&g @bsorbancia a 465 nm/absorbancia a 665
nm) que tem sido associada também ao grau de humificdgst SHs. Razado E4/E6 baixo —
significa constituintes aromaticos mais humificgd@dto - estruturas alifaticas menos
humificadas.Quanto menor E4/E6 maior grau de condensacao dstianfd3].

Resultados contraditérios podem ser obtidos pa #&3miica e, apesar da simplicidade do
procedimento experimental, os dados precisam gladbs com cautela, sendo recomendado,
portanto, comparacdo com outros meétodos mais eX8us Essa técnica baseia-se nas
transicOes eletronicas, resultantes de absor¢cdozdpor moléculas. Durante o processo de
irradiacéo, a molécula absorve energia e um doorgé excitado do orbital que ocupa no seu
estado funcional para outro orbital de maior ereft0].

E uma técnica muito utlizada devido ao facil maios a rapidez e ao baixo custo
operacional. Porém possui baixos limites de deteegds espectros correspondem a um grafico
de freqUiéncia ou comprimento de ondas de absaelacionada com a intensidade de absor¢ao
medida em transmitancia ou absorbancia. Essa &éééniargamente utilizada em estudos com
SHs de solo para avaliar o grau de humificagadacralmente de AF e de AH [35]. Entretanto,
ndo pode ser utilizada para determinacdo diretgrdpos funcionais quando da anadlise de
acidos humicos [36]. Para investigacdo da MO, ammiateresse em espectroscopia de UV.vis
reside em andlises qualitatij@3].
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6.2. Espectroscopia na regiao do infravermelho

Os principios da espectroscopia de absorcdo naoregi infravermelho (IV) sdo os mesmos
da espectroscopia na regido do ultravioleta-visesaleto que, na regido do IV a quantidade de
energia é suficiente para provocar somente movimseuitbracionais nas ligacbes entre os
atomos. Diferentemente das poucas bandas de absubs@rvadas na regido do ultravioleta
visivel para substancias humicas, o espectro davermelho fornece maior quantidade de
bandas de absorcdo e mais bem definidas.

Algumas dessas bandas ndo podem ser interpretadasseguranca. Isso € o caso das
substancias humicas. A recomendacdo para o casoathrial humico é o uso do modo
comparativo, ou seja, sempre confrontar um especintra outro gerando mais informagoes
sobre processos ocorridos no material do que stdtegminacao estruturah técnica é de alta
energia, é absorvida por moléculas organicas esggiené convertida em rotacdo molecular.
Esta absorgéo é quantizada e assim os sinais de@absao linhas discretas [33].

O espectro de infravermelho consiste na represgmtagafica da correlacdo entre a
intensidade de absorbancia (A) ou transmitancia(@)energia da radiacdo de IV, expressa em
numero de ondas. A aplicagdo dessa técnica nasartdi substancias humicas é relativamente
comum e pode ser aplicada em amostras soélidasddie gasosas. A restricdo quanto a
aplicacdo mais abrangente em substancias humitagetgcionada com a complexidade do
espectro e com o baixo grau de pureza das amestatisadas [33]. Os espectros na regido de
IV de acidos humicos, séo relativamente simpleanda comparados aos de substancias puras,
possuindo poucas bandas de absor¢éo e geralmargadals [33].

6.3. Espectroscopia de fluorescéncia induzida a &s(FIL)

A espectroscopia de fluorescéncia permite difeegndgiapidamente, as diversas fracbes
humificadas do solo, uma vez que os comprimentasmed de emissao e de excitagdo se
encontram-se em faixas maiores para os AH em ekgsi AF. O fendmeno de fluorescéncia é
altamente provavel em sistemas moleculares quetmo@itomos com pares solitarios de
elétrons, tais como: C = O, aromaticos, fendliepsnonas e, sistemas alifaticos conjugados
insaturados rigidos. Esses grupos funcionais gstésentes nas SH#s propriedades de
fluorescéncia sdo dependentes de uma série de gtaw8mtais como massa molar,
concentracao, pH, forca ibnica, temperatura, piaenedox e origem das substancias humicas.
O estudo das relagfes entre as propriedades dedbémcia e estes parametros pode, portanto,
fornecer informacdes indiretas sobre as caradterésimoleculares e a quimica das substancias
hamicas [38].

Os espectros de fluorescéncia podem ser medidos goremissdo, no qual um
monocromador de excitacdo é mantido com uma seldedcomprimento de onda e o de
emissdo varre uma banda espectral medindo todasroprimentos de onda que a amostra
emite, sendo o0 modo mais utilizado de espectroaamiflorescéncia; b) espectro de excitagéo,
no qual o monocromador de emissédo é mantido emrameuto de onda fixo no qual a amostra
estd emitindo e o monocromador de excitacdo vama banda especifica, fornecendo
informacdes estruturais do material analisado alilteca melhor excitacao da fluorescéncia em
observacéo; c) espectro de varredura sincronizexdgual ambos os monocromadores varrem o
espectro juntos com uma diferenga fixa de comprimele onda e obtem-se a multiplicagéo
entre 0s espectros de emissdo e excitacdo progduaindespectro com maximos e picos mais
bem definidos e caracteristicos de cada fluoréfque compde o material que estd sendo
analisado e d) espectro tridimensional 3D, ondeafic@ € composto por um eixo relativo ao
comprimento de onda de emissao, outro relativoxdéagdo e o terceiro de intensidade. Na
formacdo do grafico, varios espectros de emissaagesfistrados em diferentes comprimentos
de onda de excitacdo e em seguida o espectro guodDser construido [37].
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6.4. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclég@MN)

A RMN é a absorcdo ressonante de radiacao radiefreg (MHz) por nucleos com spin
nuclear (l) diferente de zero e que estejam sgj@tom campo magnético. Esta técnica é muito
sensivel na caracterizacdo da estrutura da makriaora conceitualmente simples, a RMN
pode ser muito complexa, especialmente em expetimenultidimensionais [37]. As andlises
das SHs por RMN envolvem a identificacdo e quaeatgiio dos diferentes grupos funcionais
presentes na amostra. A técnica da RMN tem sidizada no Brasil, principalmente na
avaliacdo qualitativa da MO em diferentes soldstermas de manejo [37].

Essa caracterizacdo é feita pela identificacdogdagos funcionais alifaticos, aromaticos e
carboxilicos em suas respectivas bandas repressnfald O método mais amplamente usado
para a caracterizacdo de SH em geral é &°@cem estado sélido, utilizando a polarizacdo
cruzada e rotacdo no angulo magico (CP-MAS), peaiagdo do processo de humificacdo da
MOS no solo. O nucleo ideal para estes estudos™€,opor se encontrar uniformemente
distribuido. No entanto, devido a sua baixa abucidamatural, as analises sao muito
demoradas, requerendo as vezes, um periodo delenaishoras [37].

ApOs 0 primeiro experimento em que essa técnicarmoese capaz de resolver questdes
guimicas da matéria, tornou-se uma das princigaisidas analiticas para os quimicos, porém,
devido a flexibilidade dos seus métodos experinigntam sido utilizada por outros ramos da
ciéncia além da quimid&89]. Um dos problemas em analises por RMN de E3pecialmente
no caso de &cidos humicos isolados de solos de zmmcais com predominio de minerais de
argila € o consideravel teor de Fe, que causa amgahento dos sinais devido ao seu
paramagnetismo, além de poder alterar o tempo eaggio, que por sua vez, altera a
intensidade relativa dos sinais. O problema é aimdés acentuado pelo fato de que o
isolamento dos acidos humicos envolve a acidificagd amostra de solo, o que causa a
degradacdo dos minerais de Fe, aumentando aindasmmaiconcentracdo na solucdo de &cido
humico [33].

6.5. Espectroscopia de ressonéancia paramagnéticatebnica (RPE)

A RPE é o fenbmeno de absorgcdo de energia de rdéttesemparelhados de um atomo,
molécula ou ion quando estes se encontram supgeiépdicacdo de um campo magnético [40].
Essa técnica permite analisar amostras soélidagidéig e gasosas Tem alta sensibilidade,
identifica e determina a concentragédo do elemeatanpagnético, informa o estado de valéncia,
localiza e identifica os radicais livres [41], pargerir sobre o grau de humificacdo da MO e dos
constituintes hamicos [42]. Tem sido utilizada nemtificacdo do namero de radicais livres
semiquinona em acidos fulvicos e humicos, 0 quactariza uma avaliacdo qualitativa das
fracBes humicas da MOS [43].

Tem sido utilizada em amostras de solo fracionéidesimente com o objetivo em reduzir o
risco de alteragcBes que possam ocorrer duranteacoflamento quimico. Porém, esse
procedimento apresenta restricdo de aplicagfesrarsteas com altos teores de 6xidos de ferro.
Isso porque o sinal de RPE do fon dé"Fgue é paramagnético, se sobrepde aos sinais dos
radicais livres semiquinona. A RPE concerne a géatede elétrons desemparelhados, sendo
uma das poucas, entre os métodos de laboratoopagem fornecer informagfes estruturais
sem artificios ou condicbes experimentais resastigobre os complexos dos ions metalicos
paramagnéticos (Be CU/*, Mn?*, V¥, Mo, CP* e outros), com os &cidos hamicos [43].

A maioria dos experimentos em EPR é efetuada enfreg@éncia ao redor de 9 GHz, que é
conhecida como banda-X de frequiéncia, ou de 35 B&tzda-Q) [43]. O fendbmeno de EPR é
baseado no efeito Zeeman eletrénico, ou seja, acilgmle de desdobrar o estado de energia
degenerado no nivel de spin, 0 que é obtido atrdeéaplicacdo de campo magnético. Em
seguida, com a aplicacdo de uma radiacdo eletrattiegné possivel gerar transicdo dos
elétrons com diferentes estados de spins de meeogia para o estado excitado. No retorno ao
estado fundamental, essa energia é devolvida ap enpode ser detectada. No caso do spin
eletrénico (S), o estado de menor energia &r1/2 e o estado excitado ¢ m+ Y2 31].
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O sinal do radical livre detectado na MOS é caraetdo por uma Unica linha (com g ~ 2), a
qual revela estar o radical livre provavelment@eisslo ao atomo com spin nuclear zero, como,
por exemplo, o oxigénio, isétopo mais abundantgue explicaria a auséncia de interacbes
hiperfinas, conforme assegura a multiplicacéo mieals dada por 21 + 1 (1=0, entdo se tem uma
linha). Isso permite supor que o sinal de RPE de&EM€ja atribuido a semiquinonas, as quais
podem ser reduzidas pela reducdo de quinona ouqgxéacdo de fenodis, e que estejam
possivelmente conjugadas a anéis aromatidds Com a RPE é possivel analisar-se néo
destrutivamente amostras solidas, liquidas e gas&sama técnica extremamente sensivel e
sob condicGes favoraveis o limite de deteccdo pardros paramagnéticos encontra-se no
intervalo de 1011 a 1012 spins g-1, o que equiglarte por bilhdo [39].

6.6 Comparacao entre as técnicas espectroscopicascritas

As técnicas espectroscopicas sdo ferramentas iampest no entendimento de vérias e
complexas reacdes no solo. A espectroscopia tedgivisivel € uma técnica de manuseio
facil, rapida e de baixo custporém com poucas bandas de absorcdo. Através tiessca
pode-se avaliar o grau de humificagdo dos acidegEfs e humicos da MOS [37Em analises
espectroscopicas por infravermelho os espectrodem maior quantidade de bandas e mais
bem definidas. A interpretacdo exata de espectess sempre € possivel devida a sua
complexidadg37]. Contudo, a sobreposicdo de bandas, em muitas @itsiagode requerer o
uso complementar de outros métodos analitiPaslem ser realizadas analises em amostras
sélidas liquidas e gaso$#b]. A utilidade e o potencial de uso da espectroscopisegido de
infravermelho é bastante amplo, adiciona-se aimaaocvantagem o custo dos equipamentos,
que sdo bem menores comparados aos espectrometnessda e os de ressonancia magnética
nuclear [33]

A espectroscopia de fluorescéncia diferencia rapifde fracdes humificadas em amostras
de solo, porque o comprimento de ondas dos espa¢r@missao e excitacdo encontra-se em
faixas maiores que os acidos fulvicos e humicosaéises podem ser feitas diretamente na
amostra, sem necessidade do processo de extrapadfieacdo. A FIL € uma das mais
sensiveis ferramentas disponiveis para propostgtieas [37]. E de facil implementacio e,
geralmente, ndo-invasiva, 0 que € bastante Utib paplicacbes ambientais. Além das
tradicionais medidas de fluorescéncia com amostias solucdo, usando espectrdmetros
comerciais, mais recentemente foram viabilizadatises com amostras em solos, em pastilhas
e resultados inéditos foram obtidos sobre MO hwmifa [46]. Esse método com aplicacdo em
solos é recente e tem demonstrado resultadossatenes na avaliagdo do grau de humificagéo
da MOS em solos sob diversos tipos manejos.

A ressonéncia magnética nuclear é uma técnica leempg bastante demorada. Através
dessa técnica, pode ser feita a identificacéo eaatiicacdo dos diferentes grupos funcionais
da amostra em estudo. Tem sido utilizada em difesesolos e diferentes sistemas de manejo.
A RMN apesar de ser uma técnica de caracterizegtfistgral relativamente recentmnstitui
poderosa ferramenta para estudar a MOS, por farmd@oemacao estrutural das caracteristicas
conformacionais dos nucleos de C e sua dinamicaatgums fatores ambientais, assim como
dos seus processos de transformacées e decomppsitag utilizada também para avaliar o
efeito do sistema de manejo do solo sobre a quiEida MOS [48]A RMN tem substituido a
espectroscopia no infravermelho. A técnica de 13EMAS NMR sé pode ser aplicada a
amostras sdlidas. Cientistas do solo e espectristaspém diferentes expectativas em relagédo a
RMN [39].

Por ressonancia paramagnética eletronica faz-galiago qualitativa das fragdes organicas,
acidos falvicos e acidos humicos, as mais comunesttedadas [37kendo utilizada em estudo
de amostras de solo apds fracionamento figictécnica de RPE é uma das Unicas capazes de
fornecer informagBes estruturais, sem artefatos condicdes experimentais restritivas, sobre a
complexacdo de fons metélicos {F&€u**, Mn?*, V**, C** e outros) com substancias himicas de solos,
agua e sediment¢49].
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7. ESTUDOS CIENTIFICOS COM SHs NO NORDESTE DO BRASL

Os estudos cientificos com as substancias humicesgitio Nordeste do Brasil sdo escassos,
0S poucos que existem muitas vezes ndo trata dédsgias humicas e sim de fragdes labeis da
matéria organica como ae [50]. Em outros momentos, iniciou-se 0s estudos das&utiat
hamicas, como ade [51] objetivando verificar o impacto do manejoneencional nas
propriedades fisicas e no contetdo e qualidadé&SHasnum Latossolo Vermelho-Amarelo do
cerrado de S&o Desidério-BA, avaliaram quatro &ehdiferentes periodos de uso e uma sob
cerrado nativo. A extracdo e o fracionamento foraalizados pelo método Dabin. O processo
de humificacdo e a qualidade da matéria organidaffaenciadapela aplicacdo de calcario que
favoreceu o aumento dos teores de calcio e a atigichicrobiana, o que acelerou o processo de
humificacdo da matéria organica, e pela rotacdoutteras (milho/soja) e que o sistema de
cultivo convencional, com o tempo de uso favoreceaumento de AF e de HUM e, uma
diminuicdo de AH.

[52] avaliaram e caracterizarapor métodos espectroscopicos (UV-Vis, infravermelho
Fluorescéncia e EPR), as possiveis mudancas duabktano AH extraido de solo fertirrigado
com duas fontes de fertilizantes (organica e mipjeassociadas a aplicacao de &cidos organicos
comerciais, na cultura da goiabeira no vale do B&mcisco, no estado de Pernambuco. A
extracdo e o fracionamento do himus para obterg&id\d, bem como sua purificacao, foram
realizados conforme método da Sociedade InternaloittnSubstanciddtimicas [27].0 esterco
proporcionou maior grau de policondensacdo dos A uso de esterco associado a &cidos
organicos e fertilizantes minerais favoreceu a &@o de AH mais estaveis que os tratamentos
gue nao receberam esterco.

Entre outro estudo [25], caracterizaram AH extraldaarvéo vegetal ddimosa tenuiflora
(jurema-preta) eAspidosperma pyrifoliun{pereiro). A extragdo foi feita pela metodologia
proposta por Haumeir e Zech (1995) e a caractérizpor analise elementar, termogravimetria,
espectrofotometria no infra-vermelho (1V), espefttimmetria no UV-Visivel e fluorescéncia.
Esses autores concluiram que os AH extraidos dd@aapresentaram alta aromaticidade, alta
estabilidade, alta CTC e predominancia de COOHue, @ técnicas utilizadas permitiram
identificar semelhanca entre os acidos humicosiekis do carvéo vegetal e os AH do solo.

Apesar dos escassos estudos realizados até o neonzeregido Nordeste do Brasil referente
ao tema, ha muitos interesses futuros do ponto iska ¥écnico cientifico por parte de
pesquisadores em ampliar o desenvolvimento de tpgojge pesquisas nessa linha. Pois a
compreensdo dos processos envolvidos na dinamiddQ@f& do solo é fundamental para a
definico de estratégias de manejo e uso da tesariadas ao desenvolvimento de sistemas de
producao agricolas racionais, viaveis e sustergavei

8. CONCLUSAO

A disponibilidade e o uso de técnicas espectrosaedpno estudo da matéria organica é
limitada pelo seu alto custo e dificil acesso, edjpamente nas Instituicdes de ensino e
pesquisa na regido Nordeste do Brasil. Estudos salisstancias humicas em solos da regido
Nordeste do Brasil sédo escassos. Os trabalhos aslstighstancias hiUmicas com uso de técnicas
espectroscépicas a serem realizados no Nordest®Brdsil poderdo fornecer indmeras
informacdes sobre os diferentes manejos nas aeecasltivo, principalmente com culturas de
ciclos curtos.

Muito pouco se sabe sobre os processos de reagdoadées estaveis da matéria organica
nos solos dessa regido. As praticas de manejo @&eoconservacdo de solo nos sistemas
produtivos podem interferir no grau de humificadgadMOS. Contudo, os estudos de pesquisas
buscando esclarecer melhor a origem, a forma estfut importancia no sistema solo-planta
das fracBes estaveis da MOS estdo aumentando eanaitinente.
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