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Microrganismos 

Macro/meso/fauna 

CO2 

Raízes 

Rizodepósitos 

Liteira 

Restos de culturas 

Resíduos 

Húmus 

Carbono 
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Definição (antiga) de substâncias húmicas 

Mistura complexa e recalcitrante de  substâncias  orgânicas amorfas e coloidais de 

cor marrom ou marrom escuro, modificadas a partir de tecidos orgânicos ou de 

materiais orgânicos pelos organismos do solo (Stevenson, 1994) 

Schulten e  

Schnitzer (1993) 
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Definição moderna de substâncias húmicas (SH) 

Conjunto  diversificado de  componentes com relativamente  baixo  peso  

molecular, formando associações dinâmicas estabilizadas por interações  

hidrofóbicas e pontes de hidrogênio (Sutton & Sposito, 2005). 

Cátions metálicos 

polissacarídeos 

polipeptídios 

cadeias alifáticas 

fragmentos aromáticos 

Simpson et al., 2002 
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Sutton & sposito (2005) introduzem o conceito de estrutura micelar 

Arranjo de moléculas orgânicas em solução aquosa para formar regiões exteriores  de 

característica   hidrofílica protegendo   (do   contacto   das   moléculas   de   água) regiões  

interiores  de  característica  hidrofóbica 

Oxigênio 

Carbono 

Nitrogênio 

Hidrogênio 

Definição moderna de substâncias húmicas (SH) 
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Definição moderna de substâncias húmicas (SH) 

Sutton & sposito (2005) introduzem o conceito de estrutura micelar 

Arranjo de moléculas orgânicas em solução aquosa para formar regioes 

exteriores  de caracteristica   hidrofílica protegendo   (do   contacto   das   

moléculas   de   água) regioes  interiores  de  caracteristica  hidrofóbica 

Hidrofílica 

Hidrofóbica 
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Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

Técnicas analíticas de caracterização de substâncias húmicas 

Morfologia dos ácidos húmicos e fúlvicos   

Canellas et al. (1999) 

Núcleo AH extraído de lodo de esgoto 



Adaptado de Dick et al. (2009) 

Técnicas analíticas de caracterização de substâncias húmicas 



Microscopia Eletrônica de Varredura (aumento de 23.000 vezes) 

Técnicas analíticas de caracterização de substâncias húmicas 

Ácido fúlvico 

Tan, 2003 



Técnicas analíticas de caracterização de substâncias húmicas 

Ácido fúlvico Ácido húmico 

Tan, 2003 



Microbiológica              Bioquímica 

Degradação 

Carbohidratos 

Ceras 

Resinas 

Produtos da degradação 

Substâncias não-húmicas 

Degradação 

Síntese Húmus 

Carbohidratos Proteínas Ácidos graxos Ceras Outros Resinas Lignina Pigmentos 

Gênese do húmus: bioquímica da formação de SH 



Principais vias de formação das substâncias húmicas 

Lignina 

 modificada 

Açúcares 

Restos de plantas 

Transformação pelos microorganismos 

Compostos aminados Polifenois 

Quinonas 

Produtos da decomposicão 

da lignina 

Quinonas 

Substâncias húmicas 

1 2 4 3 

ácidos húmicos      ácidos fúlvicos       humina 

Gênese do húmus: bioquímica da formação de SH 



Lignina 

ataque por 

microrganismos 

Aldeídos 

fenólicos e ácidos 

utilização posterior 

por microrganismos 

e oxidação a CO2 

Polifenóis 

Celulose e outras 

substâncias que 

não lignina 

utilização por 

microrganismos 

Quinonas 

enzima 

fenol-oxidase 

Ácidos húmicos Ácidos fúlvicos 

compostos 

aminados  

compostos 

aminados  

Teoria da formação do húmus via polifenóis 

(Stevenson, 1982) 

Gênese do húmus: bioquímica da formação de SH 
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Associações das substâncias húmicas no solo 

   Fracionamento químico do húmus: extração 

Característica principal: insolubilidade em água 

Métodos de extração devem considerar os diferentes tipos de retenção: 

1) Complexos macromoleculares insolúveis 

 Exemplos: a) turfa  

           b) horizontes ricos em matéria orgânica  
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   Fracionamento químico do húmus: extração 

Característica principal: insolubilidade em água 

Métodos de extração devem considerar os diferentes tipos de retenção: 

2) Complexos macromoleculares ligados a cátions di e trivalentes 

 (Ca2+, Fe3+ e Al3+) 

Horizonte E dos Podzóis 

Horizonte E dos Podzóis 
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   Fracionamento químico do húmus: extração 

Característica principal: insolubilidade em água 

Métodos de extração devem considerar os diferentes tipos de retenção: 

3) Combinação com minerais de argila, tais como através de ligações por  

cátions polivalentes (argila-metal-humus) e ligações por Hidrogênio e outras 
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Característica principal: insolubilidade em água 

Métodos de extração devem considerar os diferentes tipos de retenção: 

4) Substâncias orgânicas presas nas interlamelas de argilo-minerais  

expansíveis.    

Quartzo 

Quartzo 

Quartzo A:  quartzo - colóide orgânico - quartzo 

B:  quartzo - colóide orgânico - argila 

C:  argila - colóide orgânico – argila 

C1: face - face 

C2: face - extremidade 

C3: extremidade - extremidade 

D:  argila face - argila extremidade 

(negativo)                       (positivo) 

Hillel, 1998 

HF 
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Extratores e princípios 

Reagentes mais empregados na extração de substâncias húmicas 

Stevenson, 1994 
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Extratores e princípios 

   Fracionamento químico do húmus: extração 

Pré-tratamento 

• Finalidade: 

 

     Facilitar o processo de extração pela remoção de cátions polivalentes  
        (Ca2+, Fe3+ e Al3+) 

 

     Evitar a formação de artefatos (SH formadas artificialmente pelos extratores)  

     pela remoção de restos vegetais e animais 

• Reagentes: 

 

     Ácido clorídrico (HCl 0,1 mol L-1) 
 

                  ou 
 

     Ácido fosfórico (H3PO4 2 mol L-1)  densidade 1,2 



Extratores e princípios 
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Extração com Base forte 

Mecanismo 

Repulsão eletrostática das cargas negativas dos grupos funcionais  

das substâncias húmicas  

 

Solo 

 

Solução de base forte diluida  

(Ex: NaOH 1 mol L-1) + Substâncias húmicas 

+ resíduo mineral 
= 
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Piccolo et al. 2002 



Extratores e princípios 

   Fracionamento químico do húmus: extração 

Extração com Base forte 

Vantagens: 

• Maior capacidade de extração (~80%) 

• Facilidade de retirada (purificação) do extrator 

• Baixo custo  

• Não exige cuidados especiais no laboratório 



Extratores e princípios 

   Fracionamento químico do húmus: extração 

Extração com Base forte 

Desvantagens: 

• Dissolução da sílica de material silicatado (contaminante nas análises seguintes) 

• Dissolução de biopolímeros de tecidos vegetais frescos 

• Condições alcalinas: artefatos na estrutura do material humificado através de 

reações de auto-oxidação e condensação entre: 

Grupos nitrogenados  

(aminoácidos) + 

Grupos  

      Carboxílicos  

      Aldeídos aromáticos 

Compostos de quinona 

Compostos similares aos 

das substâncias húmicas 

(artefatos) 
= 



Extratores e princípios 

   Fracionamento químico do húmus: extração 

Extração com Sal neutro 

Mecanismo 

As substâncias húmicas estão presentes no solo na forma floculada ou em  

condições insolúveis devido a presença de Ca2+ ou outros cátions  

polivalentes (Fe3+ e Al3+) 

 

Reagentes que inativam os cátions polivalentes formando precipitados  

insolúveis ou complexos solúveis conduzem a solubilização de SH em meio 

contendo Na+, K+, NH4
+ 

 

Solo 

 

Sal neutro em solução aquosa 

(Ex: Na4P2O7  a pH 7.0) + Substâncias húmicas 

+ resíduo mineral 
= 



Extratores e princípios 
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Extração com Sal neutro 

Vantagens: 

• Diminui a auto-oxidação e portanto, a quantidade de artefatos 

• Baixo custo  

• Não exige cuidados especiais no laboratório 

 

 
Desvantagens: 

• Pouca quantidade de material extraído (~30%) 

• Maior remoção de silício 

• Incorporação de fosfato nas estruturas 



Extratores e princípios 
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Extração com Quelato orgânico 

Mecanismo 

O HCl facilita a separação de colóides orgânicos da porção mineral do solo 

pela quebra das ligações dos sais polivalentes.  

 

Após a ruptura das ligações iônicas, os solventes orgânicos competem com 

os colóides orgânicos nos locais de sorção. 

 

Solo 

 

Substâncias húmicas 

+ resíduo mineral 
= 

Mistura: ácido + solvente orgânico* 

  
           acetona  

 HCl diluído + dimetilsulfóxido  

                            dimetilformalamida 

+ 

* Solvente orgânico dipolar aprótico 



Extratores e princípios 
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Vantagens: 

• Diminui a quantidade de sílica removida junto com as substâncias húmicas 

• Obtenção de SH com características mais homogêneas e de dimensões  

   moleculares menores  

• A mistura ácido+solvente orgânico (acetona) é facilmente separada com  

  evaporador rotativo e em baixas temperaturas 

Desvantagens: 

• Baixo rendimento da extração 

• Alto custo 

• Risco de contaminação e acidentes em laboratório convencional de  

  análise de solo 

• Substâncias húmicas com características funcionais distintas das  

  preconizados pelo método internacional (IHSS) 

Extração com Quelato orgânico 
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Método internacional IHSS (www.ihss.gated.edu) 

Resumo (Canellas et al., 2005) 
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Método internacional IHSS (www.ihss.gated.edu) 

Resumo (Canellas et al., 2005) 
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Matéria Orgânica do solo 

HUMINA 
Altamente condensada,  

Complexo com argila 

ÁCIDO HÚMICO 
Marrom escuro a preto 

Elevado peso molecular 

(até 300.000) 

Tratamento com ácido (pH = 1) 

Precipitado Não precipitado 

ÁCIDO FÚLVICO 
Amarelo para vermelho 

Baixo peso molecular 

(2.000 a 50.000) 
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Organismos vivos 

BIOMASSA 

Tecidos mortos  

identificáveis 

RESTOS 

Organismos mortos com  

tecidos não identificáveis 

HUMUS 

  Solúvel 

Extração com NaOH 

Insolúvel 



    TFSA  

   ou 

   Fração < 50m 

Ácido Fúlvico Livre Resíduo Extrato 

Na4P2O7 0,1M 

Extrato Resíduo 

Ácido fúlvico 

Ácido húmico 

pH 1 

pH 1 

Solução 

Precipitado 

Solução 

Precipitado 

Ácido fúlvico 

Ácido húmico 

HUMINA  

H3PO4 

NaOH 0,1 N 

Resíduo 

Extrato 

Extração das substâncias húmicas 
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Pé-tratamento 



Extratores e princípios 
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Extratores 
 

 

Solo 

 
+ Extrato 

(Solução) 
= 

 

Resíduo 
 

+ 

Ácido húmico 

+ 

Ácido fúlvico 

Humina 

+  

Resíduo mineral 

Carbono orgânico total do solo C do extrato C do resíduo = + 

C ácido húmico 

+ 

C ácido fúlvico 

C humina 

+  

Resíduo mineral 

? 



Quantificação de ácidos húmicos e fúlvicos 
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C do extrato 

C ácido húmico 

+ 

C ácido fúlvico 

HCl 

pH = 1 

precipitado 

disperso 
Ácido Fúlvico  
(massa molecular menos elevada) 

Ácido Húmico  
(massa molecular mais elevada) 

Como dosar o carbono ? 



Quantificação de ácidos húmicos e fúlvicos 

   Fracionamento químico do húmus: extração 

HCl 

pH = 1 

precipitado 

disperso 
Ácido Fúlvico  
(massa molecular menos elevada) 

Ácido Húmico  
(massa molecular mais elevada) 

Centrifugação 
+ 

C extrato      =       C ácido húmico       +        C ácido fúlvico 

Por diferença  

(C extrato – C ácido húmico) 
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Amostra 

centrifugada 
Ac. Húmico 

Ac. Fúlvico 

Amostras centrifugadas e após a redução do pH para 1 – 2 

Amostras 

centrifugadas 
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Purificação de ácidos húmicos e fúlvicos 

   Fracionamento químico do húmus: purificação 

AH e AF 
+ 

Argila 

+ 

Extratores 

+ 

Sílica e outros 

Purificação 
I 

M 

P 

U 

R 

E 

Z 

A 

S 

Extração 

              Composição elementar: C,N,P,S 
 

 Caracterização química  

 Caracterização físico-química 
 

 peso molecular, grau de condensação 

                  reatividade, gupos funcionais,  

                  componentes estruturais etc  

Análises 



Purificação dos ácidos húmicos 

 ÁCIDO HÚMICO 

puro 

ÁCIDO HÚMICO 

com impurezas 

HF 

HCl 
+ 

Diálise  

Liofilização 
+ 
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Ac Húmico 

+ 

Impurezas 
(SiO2 e argilas) 

+ 

HF e HCl 

Ac Húmico 

+ 

HF e HCl 

SiO2 + 4HF → SiF  + H2O 

Diálise 

Ac Húmico 

+ 

HF e HCl 

H2O 

HF 

HF 

HCl 

HCl 

celofane 



Diálise das substâncias húmicas 
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Purificação dos ácidos húmicos 

 ÁCIDO HÚMICO 

puro 

ÁCIDO HÚMICO 

com impurezas 

HF 

HCl 
+ 

Diálise  

Liofilização 
+ 
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Diálise 

Ac Húmico 

+ 

HF e HCL 

H2O 

HF 

HF 

HCl 

HCl 

celofane 
Conge 

-lamento 

e retirada 

do saco  

de celofane 

+ 
Ac Húmico 

+ 

H2O 

Pronto para  

análise elementar  

e caracterizações 

Liofilização 

Liofilizador 

(Sublimação) 

H2O 

Ácido húmico 

puro 

Sólido 



Liofilização dos ácidos húmicos e fúlvicos 
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Ác. húmico liofilizado 

   Fracionamento químico do húmus: extração 



Purificação dos ácidos fúlvicos 

ÁCIDO FÚLVICO 

+ extrator 
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POLYCLART  AT 

XAD 

ÁCIDO FÚLVICO 

puro 



Purificação dos ácidos fúlvicos (XAD-8) 
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1: Carbono Total; 2: ácidos fúlvicos livres; 3: humina; 4: ácidos húmicos soda; 5: ácidos 

húmicos pirofosfato; 6: ácidos fúlvicos soda; 7: ácidos fúlvicos pirofosfato; 8: ácidos 

húmicos e fulvicos não diferenciados  
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Exemplo fracionamento  



AF 

AH 

Podzólico 

Humina 

Molisol(solos orgânicos) 

AF 

AH Humina 

Vertisol 

AH 

AF 
Humina 

Podzols 

AH Humina 

AF 

Distribuição de ác.fúlvicos, ác.húmicos e huminas em 4 tipos de solos 
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Tipos de húmus dos solos do Brasil em relação ao ambiente 

   Fracionamento químico do húmus: aplicação  
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Críticas e comentários 
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Críticas e comentários 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

Ácido húmico a diferentes valores de pH 

Senesi et al. (1996) adaptado por Canellas et al. (1999) 

pH = 3 pH = 4 pH = 5 

pH = 6 pH = 7 pH = 7 
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Críticas e comentários 

MWI Schmidt et al. Nature 478, 49-56 (2011) doi:10.1038/nature10386 


