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Fracionamento quimico do himus
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Fracionamento quimico do himus
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Fracionamento quimico do himus: introc

Definigdo (antiga) de substancias humicas

Mistura complexa e recalcitrante de substancias organicas amorfas e coloidais de
cor marrom ou marrom escuro, modificadas a partir de tecidos organicos ou de
materiais organicos pelos organismos do solo (Stevenson, 1994)

(CH3)0-3

(CH3)g-2 —

Schulten e
Schnitzer (1993)




Fracionamento quimico do himus: introc

Definicdo moderna de substancias humicas (SH)

Conjunto diversificado de componentes com relativamente baixo peso
molecular, formando associacoes dinamicas estabilizadas por interacoes
hidrofébicas e pontes de hidrogénio (Sutton & Sposito, 2005).

@® Cations metalicos
—@— polissacarideos
—— polipeptidios
“—~ cadeias alifaticas
oy fragmentos aromaticos

Simpson et al., 2002




Fracionamento quimico do himus: introc

Definicdo moderna de substancias humicas (SH)

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

Arranjo de moléculas organicas em solucdo aquosa para formar regides exteriores de
caracteristica hidrofilica protegendo (do contacto das moléculas de agua) regides
interiores de caracteristica hidrofobica

Oxigénio
Carbono

Nitrogénio




Fracionamento quimico do hdmus: int

Definicdo moderna de substancias humicas (SH)

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

Arranjo de moléculas organicas em solucdo aquosa para formar regioes
exteriores de caracteristica hidrofilica protegendo (do contacto das
moléculas de agua) regioes interiores de caracteristica hidrofdbica
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Técnicas analiticas de caracterizagdo

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Morfologia dos acidos humicos e fulvicos

' S r.',r' b
extraido*de lodo d

Canellas et al. (1999)



Técnicas analiticas de caracterizagdo de su

esfera externa

[Al(H,0),]* - : .,-
complexo de’ -

Quelato
de Fe¥,
~ complexo
[Ca(H,0),]*, adsorvido “+ de esfera
: = .
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Cu-Porfirina,
)
complexo de
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Adaptado de Dick et al. (2009)



Técnicas analiticas de caracterizagdo de sub

Acido fulvico

Microscopia Eletrénica de Varredura (aumento de 23.000 vezes)

Tan, 2003



Técnicas analiticas de caracterizagao d

Acido fulvico

Tan, 2003



Génese do humus: bioguimica da formacao de SH

Carbohidratos | Proteinas | Lignina | Acidos graxos | Ceras | Resinas | Pigmentos | Outros
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Génese do humus: bioguimica da formacao de SH

Principais vias de formagdo das substancias himicas

Restos de plantas
1 \ Lignina

modificada

Transformacao pelos microorganismos

- —— l : Prod \dAd ica
Aclcares Polifenois Compostos aminados | Produtos da decomposicao
i da lignina
Quinonas Quinor#as

Substancias humicas

|

acidos humicos  acidos fulvicos humina




Génese do humus: bioguimica da formacao de SH

Teoria da formagdo do himus via polifenéis

Lignina Celulose e outras
: substancias que
| ataque por nao lignina
I microrganismos
- |
Aldeidos utilizagéo por
fendlicos e acidos microrganismos
” ~
P ~ < /
& ~
e . S\ : -
utilizacado posterior Polifenodis
por microrganismos I .
e oxidagdo a CO, sz
fenol-oxidase
Quinonas
compostos Pid compostos
aminados » 7 aminados
> s
L/
Acidos himicos Acidos fulvicos

(Stevenson, 1982)



Modelos/Hipoteses
sobre dinamica da MOS

1. Humificacao
2. Preservacao seletiva

3. Decomposicao progressiva

Foco na capacidade dos organismos
acessarem o material organico e
protecado a decomposicao fornecida
pela associagcao com minerais
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1. Humificagao
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2. Preservagao Seletiva
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3. Decomposicao progressiva
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Fracionamento quimico do hdmus: ext

Associagcoes das substancias humicas no solo

Caracteristica principal: insolubilidade em agua

Métodos de extracao devem considerar os diferentes tipos de retencéo:

1) Complexos macromoleculares insoluveis
Exemplos: a) turfa
b) horizontes ricos em mateéria organica



Fracionamento quimico do humus: extra

Associagcoes das substancias humicas no solo

Caracteristica principal: insolubilidade em agua

Métodos de extracao devem considerar os diferentes tipos de retencéo:

2) Complexos macromoleculares ligados a cations di e trivalentes
(Ca?t, Fe3* e AI¥Y)
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Fracionamento quimico do himus: extrac

Associagdes das substancias humicas no solo

Caracteristica principal: insolubilidade em agua

Métodos de extracao devem considerar os diferentes tipos de retencéo:

3) Combinac&o com minerais de argila, tais como através de ligacbes por
cations polivalentes (argila-metal-humus) e ligac6es por Hidrogénio e outras

kol




Fracionamento quimico do himus: ex

Associagcoes das substancias humicas no solo

Caracteristica principal: insolubilidade em agua

Métodos de extracao devem considerar os diferentes tipos de retencéo:

4) Substancias organicas presas nas interlamelas de argilo-minerais
expansiveis.

A: quartzo - coldide organico - quartzo
B: quartzo - coldide orgénico - argila
C: argila - coléide organico —argila

C1: face - face

C2: face - extremidade

Quartzo C3: extremidade - extremidade

D: argila face - argila extremidade

(negativo) (positivo)
S=%II\

Hillel, 1998 /////
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Fracionamento quimico do humus: extra

Extratores e principios

Reagentes mais empregados na extracao de substancias humicas

Extrator % de substincia

organica extraida

Base forte

NaOH até 80%
NaxCOxs ate 30%
Sal neutro
NasP207 até 30%
NaF
Sal de acido organico ate 30%
(Quelato organico
Acetilacetona até 30%
8-hidroxiquinolina ate33%
Acido Formico até 35%
Acetona-H20-HC] atée 20%

Stevenson, 1994




Fracionamento quimico do himus: extrac

Extratores e principios

Pré-tratamento

* Reagentes:

Acido cloridrico (HCI 0,1 mol L2)
ou
Acido fosférico (H;PO, 2 mol L'Y) densidade 1,2

* Finalidade:

Facilitar o processo de extracao pela remocéao de cations polivalentes
(Caz*, Fe3t e AI®Y)

Evitar a formacao de artefatos (SH formadas artificialmente pelos extratores)
pela remocao de restos vegetais e animais




Fracionamento quimico do himus: ex

Extratores e principios

Extracdo com Base forte

Solo

Mecanismo

Solucao de base forte diluida
(Ex: NaOH 1 mol L)

Substancias humicas
+ residuo mineral

Repulséo eletrostatica das cargas negativas dos grupos funcionais
das substancias humicas




Fracionamento quimico do himus: extrac

Higher pH of | L
eluent >7 Disruption of the humic
| micelle by repulsion of

the negative charges

ARt

Piccolo et al. 2002
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Fracionamento quimico do himus: e

Extratores e principios

Extracdo com Base forte

Vantagens:

« Maior capacidade de extracao (~80%)
 Facilidade de retirada (purificacao) do extrator
* Baixo custo

* Nao exige cuidados especiais no laboratorio



Fracionamento quimico do humus: extra

Extratores e principios

Extracdo com Base forte

Desvantagens:

* Dissolucao da silica de material silicatado (contaminante nas analises seguintes)
* Dissolucao de biopolimeros de tecidos vegetais frescos

» CondicOes alcalinas: artefatos na estrutura do material humificado através de
reacoes de auto-oxidacao e condensacao entre:

Grupos —
) Carboxilicos Compostos similares aos
Grupos nitrogenados | Aldeidos aromaticos | — | das substancias humicas
(aminoacidos) —
(artefatos)
Compostos de quinona




Fracionamento quimico do humus: extrag

Extratores e principios

Extracao com Sal neutro

Solo + Sal neutro em solugéao aquosa Substancias hiimicas
(Ex: Na,P,07 a pH 7.0) + residuo mineral

Mecanismo

As substancias humicas estao presentes no solo na forma floculada ou em

condicdes insolluveis devido a presenca de Ca?* ou outros cations
polivalentes (Fe3* e Al3Y)

Reagentes que inativam os cations polivalentes formando precipitados

insolUveis ou complexos soluveis conduzem a solubilizacao de SH em meio
contendo Na*, K*, NH,*

R (CCO) Ca, + Na,P,0,=R(COONa), + Ca PO,



Fracionamento quimico do himus: ex

Extratores e principios

Extracdo com Sal neutro

Vantagens:

« Diminui a auto-oxidacao e portanto, a quantidade de artefatos
 Baixo custo
» Nao exige cuidados especiais no laboratorio

Desvantagens:

» Pouca quantidade de material extraido (~30%)
» Maior remocao de silicio
* Incorporacéao de fosfato nas estruturas



Fracionamento quimico do humus: extra

Extratores e principios

Extracdo com Quelato organico

Mistura: acido + solvente organico*

Solo + Substancias humicas

acetona , .
HCI diluido + dimetilsulféxido + residuo mineral

dimetilformalamida

Mecanismo

O HCl facilita a separacao de col6ides organicos da porcao mineral do solo
pela quebra das ligacdes dos sais polivalentes.

ApOs a ruptura das ligacdes ionicas, 0s solventes organicos competem com
0s coloides organicos nos locais de sorc¢ao.

* Solvente organico dipolar aprético



Fracionamento quimico do humus: extra

Extratores e principios

Extracdo com Quelato organico

Vantagens:

 Diminui a quantidade de silica removida junto com as substancias humicas

» Obtencao de SH com caracteristicas mais homogéneas e de dimensoes
moleculares menores

» A mistura acido+solvente organico (acetona) € facilmente separada com
evaporador rotativo e em baixas temperaturas

Desvantagens:

 Baixo rendimento da extracao

* Alto custo

* Risco de contaminacéo e acidentes em laboratorio convencional de
analise de solo

« Substancias humicas com caracteristicas funcionais distintas das
preconizados pelo método internacional (IHSS)
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Fracionamento quimico do himus: extrag

Metodo internacional IHSS (www.ihss.gated.edu)

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)

11)

Resumo (Canellas et al., 2005)
Extrag¢ao inicial com HCI 0,1 mol L' na razao 1:10 (m/v) (1 g : 10 mL) de terra fina
seca ao ar com valor de pH ajustado entre 1-2. A suspensao ¢ agitada por uma hora.
A separagao do sobrenadante do residuo ¢ realizada por decantagio (centrifugaciao a baixa
velocidade). O sobrenadante ¢ guardado para isolamento com resina XAD-8 (Extrato AF-1).
O residuo é neutralizado com NaOH 1 mol L' até pH 7,0 e adicionado NaOH 0,1 mol L!
sob atmosfera de N, na razao solo: extrator 1:10 (m/v).
A suspensao ¢ agitada intermitentemente por pelo menos 4 horas sob atmosfera inerte de
N,. O sobrenadante ¢ coletado através de decantagio e/ou centrifugagio
O sobrenadante é acidificado a pH~1 com HCI 6 mol L' ¢ a suspensio resfriada e mantida
em repouso por 12-16 horas.
Os acidos humicos (precipitado) sao separados dos acidos fulvicos (sobrenadante — Extrato
AF-2) por centrifugagio.
A fracao acidos humicos ¢ redissolvida adicionando-se um volume minimo de KOH 0,1
mol L' sob N .. E adicionado KCl sélido até concentracio 0.3 mol L' e o sistema centrifugado
em alta velocidade para remocio de sélidos suspensos.
Os acidos humicos sao reprecipitados como no passo 5. O sobrenadante € descartado.
O precipitado de acidos humicos é resuspenso em HCI 0,1 mol L' — HF 0.3 mol L' em
frasco plastico ¢ agitado a temperatura ambiente por uma noite.
Os acidos humicos sao centrifugados e repetido o tratamento com HCIL:HF se o teor de
cinzas permanecer alto (> 1%). Lavagem dos acidos humicos com HCI 0,01 mol L',
Transferir os acidos hiimicos para membrana de dialise e realizar a dialise contra agua
deionizada até teste negativo com AgNO, ou até a condutividade elétrica da agua nao
apresentar mudancgas. _



Fracionamento quimico do himus: extrac

Método internacional IHSS (www.ihss.gated.edu)

13)

14)

15)

19)

20)

Resumo (Canellas et al., 2005)

Os acidos humicos sao secos por liofilizagao.

O sobrenadante do passo 2 € passado numa coluna de XAD-8 (0,15 mL de resina por
grama de amostra de solo seco) com fluxo de 15 vol daresina porhora). O eluido ¢ descartado,
a coluna com acido fulvico adsorvido ¢ lavada com agua destilada (0,65 volume da coluna).
A coluna de XAD-8 ¢ eluida com 1 volume da coluna de NaOH 0,1 mol L', seguida de 2 a
3 volumes da coluna de agua destilada
O eluido ¢ acidificado imediatamente at¢ pH~1 com HCl 6 mol L' e adicionado HF até¢
concentragao final de 0,3 mol L'. O volume deve ser suficiente para manter os acidos
tulvicos em solucdo.

Transterir o sobrenadante do passo 6 (AF-2) através da coluna de XAD-8 (1 mL de resina
por grama de solo seco).

Repetir passos 14 ¢ 13.

Combinar os eluidos em 15 ¢ 17 e passar a solugao atraves da resina XAD-8 numa coluna
de vidro (volume da coluna deve ser 1/5 do volume da amostra). Lavar com agua destilada
(volume 1gual a 0,65 do volume da coluna).

Eluir com 1 volume da coluna com NaOH 0,1 mol L' seguido de 2 volumes da coluna com
agua destilada. Passar através de uma resina de troca saturada com H'.

Liofilizar o eluido para recuperar os acidos fulvicos saturados com H'.



Tecidos mortos Organismos mortos com
identificaveis tecidos nédo identificaveis
RESTOS HUMUS

Organismos vivos
BIOMASSA

Extracao com NaOH

! }

Insollvel Soluvel o
| Tratamento com acido (pH = 1)
HUMINA | ]
Altamente condensada, .. ~ ..
Complexo com argila Precipitado Nao preCIpltado
ACIDO HUMICO ACIDO FULVICO
Marrom escuro a preto Amarelo para vermelho
Elevado peso molecular Baixo peso molecular
(até 300.000) (2.000 a 50.000)




Fracionamento quimico do hdmus: ext

Extracdo das substancias humicas

TFSA
ou
Fracao < 50um

!

Pé-tratamento H,PO,

N\

Residuo | | Extrato Acido Fulvico Livre

v

: Acido fllvico
O\ « | Solugao

Residuo Extrato > PH

Precipitado Acido htimico

A4

NaOH | 0,1 N " Solugdo | Acido fllvico

T~ | Extrato [— pH 1 N o
™ Precipitado Acido htimico

Residuo | HUMINA




Fracionamento quimico do himus: ex

Extratores e principios

Solo + Extratores

Carbono organico total do solo

Extrato
(Solucao)

Acido humico

+
Acido fllvico

C do extrato

C acido htimico
+

C Acido falvico

Residuo

Humina
+

C do residuo

C humina
+




Fracionamento quimico do himus: e

Quantificacdo de acidos humicos e fulvicos

C do extrato

C 4cido humico
+

C acido falvico

Acido Fulvico

disperso (massa molecular menos elevada)

precipitado Acido Humico
(massa molecular mais elevada)

Como dosar o carbono ?



Fracionamento quimico do himus: e

Quantificacdo de acidos humicos e fulvicos

< > i - Sy \
| Acido Fulvico
— disperso (massa molecular menos elevada)

— +
. Acido HUmico Centrifugagéo
pH =1 (massa molecular mais elevada)

R ———————————

precipitado

'J

o

C extrato = C acido humico + C acido fulvico

Por diferenca
(C extrato — C acido humico)



Fracionamento quimico do
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Fracionamento quimico do himus: ex




Amostras
centrlfugadas

‘—‘.. ’. - . “
"i:'r% B ) 5

-
’~s - 1 "

4 » ¥

:"s:r-ﬁ * .* X <Y -t - v WS 4 (. o —_ |
SR uf'g; S - a“" £ N T

Amostras centrlfugadas e apos a reduc;ao do pH para 1 2



Fracionamento quimico do huimus: extra
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Fracionamento quimico do himus: purif

Purificacdo de acidos humicos e fulvicos

Extracao Analises

--------------------------------- Composicao elementar: C,N,P,S

Purificagcao Caracterizacéo quimica
Caracterizacao fisico-quimica
peso molecular, grau de condensacao

reatividade, gupos funcionais,
componentes estruturais etc
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Fracionamento quimico do hdmus:

Purificagdo dos acidos humicos

, , HF Dialise < ,
ACIDO HUMICO || + ACIDO HUMICO
comimpurezas | HC| - Liofilizag&o puro
@ Didlise
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——

SiO, + 4HF — SiF + H,0




racionamento quimico do humus: e

s

PLast Y
= — AN’

Dialise das substancias humicas



Fracionamento quimico do hdmus: p

Purificagdo dos acidos humicos

ACIDO HUMICO
com impurezas

Dlallp
-l

HF
+ +

Dialise

HCI Liofilizagcao

Conge
-lamento
e retirada
do saco

de celofane

ACIDO HUMICO

puro
Liofilizacao | H,0
Liofilizador
(Sublimacao)

Acido humico
puro

Pronto para
analise elementar
e caracterizagoes



Fracionamento quimico do humus: extrag

Liofilizacao dos acidos humicos e fulvicos
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Fracionamento quimico do hdmus: pur

Purificagdo dos acidos fulvicos

ACIDO FULVICO
+ extrator

POLYCLART AT
XAD

ACIDO FULVICO
puro




Fracionamento quimico do hd

Purificacéo dos acidos fulvicos (XAD-8)
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Fracionamento quimico do hdmus:

Exemplo fracionamento
0
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1: Carbono Total; 2: acidos fulvicos livres; 3: humina; 4: acidos himicos soda; 5: acidos
humicos pirofosfato; 6: acidos fulvicos soda; 7: acidos fulvicos pirofosfato; 8: 4cidos
himicos e fulvicos ndo diferenciados



Fracionamento quimico do himus: exemple

Distribuigcdo de ac.fulvicos, dc.himicos e huminas em 4 tipos de solos

Molisol(solos organicos) Vertisol

Humina



Fracionamento quimico do hd

Tipos de himus dos solos do Brasil em relagdo ao ambiente
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Fracionamento quimico do hdmus: criti

Criticas e comentarios

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Acido himico a diferentes valores de pH
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Senesi et al. (1996) adaptado por Canellas et al. (1999)
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MWI Schmidt et al. Nature 478, 49-56 (2011) doi:10.1038/nature10386



