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Fracionamento da MOS e caracterizagao de su

Caracterizacédo das substancias humicas

Técnicas espectroscopicas

Conjunto de métodos baseados na producao e interpretacao de espectros
de emisséo ou absorcéo de radiacdes eletromagnéticas

Técnicas cromatograficas

Processos gue permitem que moléculas presentes em misturas complexas
possam ser separadas, com base nas suas solubilidades e mobilidade

Outras técnicas para determinacéo de grupos funcionais

Teécnicas termodegradativas, de eletroforese, visualizacao atraves de
Microscopia de varredura, analise elementar das substancias humicas
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Caracterizacédo das substancias humicas
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Fracionamento da MOS e caracterizagao de s

Técnicas espectroscopicas

Conjunto de métodos baseados na producéo e interpretacédo de espectros
de emisséo ou absorcao de radiacoes eletromagnéticas

Aplicacao em estudos relacionados a substancias humicas:

» Analise qualitativa de grupos reativos: COOH, OH-fendlico, OH-alcodlico,
OH-endlico, C=0, -NH2 etc

« Componentes estruturais aromaticos e alifaticos
« Estruturas de carboidratos e proteinas

» Determinacao quantitativa de alguns grupos funcionais



Fracionamento da MOS e caracterizagao d

Técnicas Espectroscopicas

Gonzalez Pérez, 2006
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Técnicas Espectroscopicas
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Fracionamento da MOS e caracterizagao de s

Técnicas Espectroscopicas

Relaciona a transmitancia (ou a absorbancia) em funcao do
namero de ondas (expresso em cm-1)
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Fracionamento da MOS e caracterizagao de su

Téecnicas Espectroscopicas

Comprimento de onda (um)
i A R A

N

Acido falvico

Bandas de absorcdo infra-vermelha de grupos funcionais em
compostos himicos e substancias organicas

N2 onda Comprimento

- .. 1 Radicais
Acido himico —___ cm Hm
2920 ,\/JL\’\A—/ 3400 2,94 Ligacdes O-H e N-H
3400 2980 1720 e 1000 3100 3,25 Ligacdo NH,
1575 6,35 Sais de COOH
1267 7,89 C-O Aromatico
840 11,90 C-H Aromatico
L 3000 " 1800 1600 1400 1000 Tan (1992)

ndmero de onda (cm)
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Téecnicas Espectroscopicas
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Fracionamento da MOS e caracterizagdo de

Técnicas Espectroscopicas

FAIXA DE ABSORCAO

Principal parametro utilizado:
ultra-violeta 200-400 nm

visivel 400-800 nm Relacéo E,/E; - Grau de humificacéo
Lo ’ 4651 / / E,/E, - absorbancia a 465 nm
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Ay T

Baixo alto grau de condensacao de

/ _
2 - @/ / - constituintes aromaticos
(-cés 04 | // fb/ g(y/ / (“mais humificados”)
o e,
§ | 665nm 7 // 14 / | . L
i y. el Alto  maior presenca de estruturas alifaticas
0.2+ // a4 AR (“menos humificadas”)
?//4//,//’/;/
0 fetmnirr " 4 4 } QUANTO MENOR E/Eq

700 600 500 400

MAIOR GRAU DE CONDENSACAO

Comprimento de onda (nm)




Fracionamento da MOS e caracterizagao d

Técnicas Espectroscopicas: aplicacdes

Espectros de RMN de 13C mostrando o processo de humificacao

COoOOoH C aryl C O alkyl atkyl
1 A

Liteira fresc

e — —Q im o w — —

|
I
I
i
I
I
I
I
I
1 i

|

|

|

I

]

! oF
!

|

|

|
!
I
I
]
|
b
;
!
b
[
!
|
I
!
;
1
|
|
|
H
|
i
L AR
0

3
g
3
al _ __

Zech et al. (1997)




Fracionamento da MOS e caracterizagao de

Técnicas Espectroscopicas: aplicacdes

Espectro de FTIR de AH extraidos de Latossolo, Brasil
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Técnicas Espectroscopicas

Vantagens:

Estimativa do grau de humificacao

Utiliza pequena quantidade de amostra

Identificacdo de metais complexados com as SH (ex.: Cu*?, Fe*3)
Estimar grau de humificacao

Conserva a amostra (nao destrutiva)

Analises relativamente rapidas

Desvantagem:
Analises complexas

Nao se identificam todas as bandas

Relativamente caras




Técnicas analiticas de caracterizagdo de

Caracterizacao das substancias humicas

Técnicas espectroscopicas

Conjunto de métodos baseados na producao e interpretacao de espectros
de emisséo ou absorcao de radiacdes eletromagnéticas

Técnicas cromatograficas

Processos gue permitem que moléculas presentes em misturas complexas
possam ser separadas, com base nas suas solubilidades e mobilidade

Outras técnicas para determinacdo de grupos funcionais

Técnicas termodegradativas, de eletroforese, visualizacdo atraves de
Microscopia de varredura, analise elementar das substancias humicas
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Caracterizacao das substancias humicas

Técnicas cromatograficas

Processos que permitem que moléculas presentes em misturas complexas
possam ser separadas, com base nas suas solubilidades e mobilidade

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO POR TAMANHO



Técnicas analiticas de caracterizacdo de subst

Principio do metodo: separacao por tamanho
(volume hidrodinamico)

Diversas propriedades das SHs dependem do seu
tamanho molecular.

Portanto, o conhecimento da sua distribuicdo é importante

Piccolo & Conte (2000) mostraram que técnicas cromatograficas
de exclusdo por tamanho foram Uteis para estudos das estruturas
das SHs = conceito supramolecular




Técnicas analiticas de caracterizacdo de subst

Principio do metodo: separacéo por tamanho
(volume hidrodinamico)

Exemplos de técnicas cromatograficas de
exclusao por tamanho sao:

* Permeacé&o em gel

* Permeacéo em vidro de porosidade controlada

Baseadas no conceito de “peneiras moleculares”




Técnicas analiticas de caracterizagdo de sub

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO POR TAMANHO

Migracao diferencial das substancias humicas na coluna cromatografica

Coluna

Poros e
cromatografica

Moléculas Moléculas
menores maiores
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Técnicas analiticas de caracterizacdo de subst

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO POR TAMANHO

Cromatografia de permeacao em gel

Dificuldades:

* Interacao do gel com o material analisado

 Impossibilidade de aplicar altos fluxos durante cromatografia
& procedimento demorado

Cromatografia de permeacao em vidro de porosidade controlada

Vantagens:
* Nao interacao (ou pequena) com o material analisado = inerte

* Permite aplicacao de fluxos 5 a 10 vezes maiores




Técnicas analiticas de caracterizagdo de sub
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Caracterizacao das substancias humicas

Técnicas espectroscopicas

Conjunto de métodos baseados na producao e interpretacao de espectros
de emisséo ou absorcao de radiacdes eletromagnéticas

Técnicas cromatograficas

Processos gque permitem que moléculas presentes em misturas complexas
possam ser separadas, com base nas suas solubilidades e mobilidade

Outras técnicas para determinacéo de grupos funcionais

Teécnicas termodegradativas, de eletroforese, visualizacao atraves de
Microscopia de varredura, analise elementar das substancias humicas
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Caracterizacao das substancias humicas

Outras tecnicas para determinacéo de grupos funcionais

Teécnicas termodegradativas, de eletroforese, visualizacao atraves de
Microscopia de varredura, analise elementar das substancias humicas

Analise da composicao elementar

Pirdlise acoplada a cromatografia gasosa e espectrometria de massas

Eletroforese

Microscopia eletronica de varredura (mev)
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Caracterizacao das substancias humicas

Outras tecnicas para determinacéo de grupos funcionais

Teécnicas termodegradativas, de eletroforese, visualizacao atraves de
Microscopia de varredura, analise elementar das substancias humicas

Analise da composicao elementar

Pirdlise acoplada a cromatografia gasosa e espectrometria de massas

Eletroforese

Microscopia eletronica de varredura (mev)



Técnicas analiticas de caracterizagdo de subs

Analise da composicao elementar das SHs

Composicao Elementar
* Propriedade mais estavel e fundamental das SHs

» Refere-se a distribuicdo percentual dos atomos que compdem a rede
estrutural das substancias humicas




Técnicas analiticas de caracterizacdo de subst

Analise da composicao elementar das SHs

Sprengel & Berzelius (entre 1826 e 1845)

« 195 experimentos determinacéo da composicao elementar das SHs
» SHs constituidas essencialmente por C, H, Ne O
* Elementos mais abundantes: C e O

Andlise do conteudo relativo de C, H, O, N e S das SHs

Indicam que SHs apresentam natureza quimica muito particular, distinta de
gualquer substancia de origem vegetal ou animal.




Técnicas analiticas de caracterizagdo de

Andlise do conteudo relativode C,H, O, Ne S

Os métodos para determinacao desses elementos sdo muito variados

Exemplos:
C e N por combustéo via seco, N métodos de Dumas ou de Kjeldahl
S por combustédo, O por pirélise redutiva etc

Atualmente: utilizacao de analisadores elementares automaticos

Analisa sirlnultan 3
C,H,NeS

Ba8€ados na oxidacido da amostra
em alta temperatura (1000 °C)

- Analise ra




Técnicas analiticas de caracterizagdo de subs

Composicao elementar das SH

Elementos (%) Artico Subtropical Tropical
C o 54,4-54,9
H D, 4,4-5,0 4,8-5,6
N 4,3 3,3-4,6 4,1-5,5
S 0-5 0,8 0,6-0,8
0 34,1-35,2

MOS com maior gtide carbono e menor gtide oxigénio = mais humificadas



Técnicas analiticas de caracterizagdo de substa

Composicao elementar das SH

Elementos (%) HA FA
C 56,2 45,7

H 4,7 5,4

N 3,2 2,1

S 0,8 1,9

O 35,5 44,8

100,4 99,7

Em média os acidos humicos contém 10% mais carbono e 10%
menos oxigénio que os acidos falvicos.



Técnicas analiticas de caracterizagdo de subs

Composicao elementar das SH

Carbono (%)

acidos humicos > acidos fulvicos
acidos humicos : >clima temperado em relacéo a clima tropical

Nitrogénio (%)

Acidos humicos 20 -50
Acidos fulvicos 0,7 -2,6

Determinacao da relacdo C/N

Inferéncia sobre;

- grau de humificacao
- disponibilidade de N para as plantas e microrganismos




Técnicas analiticas de caracterizacdo de subst

Composicao elementar das SH

C H O N S

Acidos humicos

Alfisols 56,8 5,3 33,3 4,6 nd
Alfisols 52,3 5,2 37,2 3,6 nd
Inceptisol 51,4 5,8 38,7 4,1 nd
Oxisols 44,3 7,7 38,0 2,1 nd
Spodosols 56,7 5,2 35,4 2,4 0,4
Spodosols 49,0 4,6 45,7 0,7 nd
Ultisols 48,7 4,8 42,7 3,8 nd
Ultisols 44,8 6,3 36,7 2,8 nd
Acidos fulvicos

Inceptisol 47,9 5,2 443 2,6 nd
Spodosols 50,9 3,3 44,7 0,7 0,3
Spodosols 50,2 4,6 43,4 1,8 nd
Ultisols 40,6 4,1 53,9 1,4 nd

*valores em preto representam clima temperado e verde clima tropical

Tan (1992)
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Composicao elementar das SH

C H @ N S
Acidos humicos
Alfisols 56,8 5,3 33,3 46 nd
Alfisols 92,9 9,2 of,2z 9,0 na

Exemplo de analise derivada da composicao elementar:

Grau de oxidacao = 2Q Oxigénio — Q Hidrogénio / Q Carbono

(Orlov, 1974)

Interpretacao

Q = quantidade de atomos grama dos elementos

Valores menores indicam substancias humificadas quimicamente mais evoluidas
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Composicao elementar das SH

C H O N S

Acidos humicos

Alfisols
Alfisols
Inceptisol
Oxisols
Spodosols
Spodosols
Ultisols
Ultisols

Acidos fulvicos
Inceptisol 47,9 nd
Spodosols 50,9 3,3 44,7 0,7 0,3
Spodosols 50,2 4,6 434 1,8 nd
Ultisols 40,6 4,1 53,9 1,4 nd

*valores em preto representam clima temperado e verde clima tropical Tan (1992)
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Caracterizacao das substancias humicas

Outras tecnicas para determinacéo de grupos funcionais

Teécnicas termodegradativas, de eletroforese, visualizacao atraves de
Microscopia de varredura, analise elementar das substancias humicas

Analise da composicao elementar

Pir6lise acoplada a cromatografia gasosa e espectrometria de massas

Eletroforese

Microscopia eletronica de varredura (mev)
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Pirolise acoplada a cromatografia gasosa e
espectrometria de massas (Py-GC/MS)

Pirdlise
» Consiste na degradacédo de uma substancia pela acao de calor

» Absorcao de energia térmica causa excitacao das ligacOes vibracionais
resultando no rompimento de ligacGes mais fracas

ﬂ!\J_ jift 0

II"."ﬁ"l'm il gl




Técnicas analiticas de caracterizagdo de

Pirdlise acoplada a cromatografia gasosa e espectrometria de massas

SHs extraidas

(amostra de solo, E tro da abundanci lati
Hemphfling & Schulten, 1991) Spectro da abundancia relativa

Gés Hélio dos compostos
Selecionando massas especificas

@ Coletor de espectros
X _Amostra € possivel selecionar um
- Firisador o epectios
~ 1] — Suporte para amostra
VOLATILIZACAO Injecdo na CG
dos componentes Detectores
da amostra (temp. 'H'r \
500 a 700 °c) l_ \
)
TRATAMENTO DADOS
EM Grande quantidade de dados
JL obtidos: analise multivariada
. |Colunacag | Espectroscopia de massa
SEPARACAO ST b
Baseada no fato de que a velocidade IDENTIFICACAO DOS PRODUTOS
de arraste do fragmento pelo gas é Grafico contendo as massas dos
uma funcéo do seu peso molecular. fragmentos carregados positivamente

nas suas concentracoes relativas
Canellas et al. (1999)
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Pirolise acoplada a cromatografia gasosa e espectrometria de massas

Aplicagcbes MOS

Simmonds et al. (1969) primeira utilizacao em amostras de solo

* Deserto da Califérnia, solo com 0,34% C
» Teste para utilizacdo da técnica em um ensaio bioldgico exploratério em Marte

Atualmente: principais unidades estruturais observadas por Py-GC/MS

CH,— CH—(CHy)n—CH;
Olefinas CH;—(CHy)n—CH; OH

‘_{ Alcanos (l\
N\ #
R
‘ jT R2  pirsis metil ~ CHan—CHs Q\/BJ 2
e ()] masivencencs i
H 7N
: ‘Piridinas metil - CHy)n—CH; “___::H—NRQ Furanos metil substitt
R substituidas @Fﬁi}dqﬂﬂ-‘bmzenot
CH; ~CHs OH

3

Benzenos metil
substituidos

CH;

“Hs

Ry
AN : :
O ds til ~ 2
In e
/ sul::t(;t‘u!il:ios Metoxi fendis metil

substituidos

Schulten & Schnitzer (1992) adaptado por Canellas et al

. (1999)
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Exemplo: Pirogramas (Py-GC/MS) de amostras de solo

Pinus halepensis 53

A
@
O
{ oot
©
O
o
2o
o | Binus.pinaster
o
s 42
50 .m 12. 19206 - | 5 68 74
)
o0 79 11 15 3438 495
S

5 10 15 20 25 30 35 mn -

Gonzalez et al., 2002



Relative abundance >

Técnicas analiticas de caracterizagao d

Compostos
Identificados

por Py-GC/MS

inus halepensis

. Benzene
3
L

1
(7

Control
3

Bumt
haasatall el sa

Pinus pinea

Control

Pinus pinaster

2
Control

20

20 25 30 35 min >

Gonzalez et al., 2002

2-Methvl-2-cvclopentene-1-one
3. Toluene
. Furtural

[V R N

. 1H-pyirole, 3-methyl
2-Hvdroxymethylfuran

. Stvrene

. Cvclopente-1-ene-3.4-dione

. 2-Methyl-2-cyclopente-T-one

10, 2-Acetyifuran

11, 2.3-Dihydro-S-methylfuran-2-one

. 5-Methyl-2-furfuraldehvde

13. Benzylaleohol

14, Benzaldehyde

15. Phenol

. 5-Methyl-2-turturaldehyde

. A-Hydroxy-3.6-dihydro-2H}-pyran-2-one
. 5,6-Dihydropyran-2.5-dione
3-Hydroxy-2-methyh-2-cyclopenten-1-one
. 2,A4-Dihydropyran-3-one

21, 2-Me¢thoxvioluene

2-Hydroxy-3-methyl-2-cyclopenten--one

. 4-Isopropyltoluene

. 2 3-Dimethyleyvelopenten-1-one
Hydroxymethvldihydropyranone

6. S-Ethyl-2-furfural

o-Cresol

2-Furotc acid methyl ester

9. p-cresol

30. 2.6-Dimethylphenol

. Guaiacol

32. Levoglucosenone

. 3-Hydroxy-2-methyl-{d/y-pyran-d-one

. Dimethyldihydropyranone
. Phenylacetonitrile

3-Hydroxy-2methyl-(4/)-pyran-4-one

7. 2.4-Dimethyiphenol

Benzoic acid

. 4-Ethylphenol

40. Catechol
41. 2-Acctoxy-S-cthylfuran
42, 3.5-Dihydroxy-2-methyl-(4/)-pyran-4-one
43. Methylguaiacol
44. 5-Hydroxy-2-furfuraldehyde
45. Methoxymethylbenzene
46. 4-Vinylphenol
47. 4-Mcthylcatechol
48. 4-Ethyl-2-methylphenol
49. 4-Ethylguaiacol

30, 4-Hydroxybenzyl alcohol

31, Indole
32. 1.4-Dideoxy-D-glveerohex-1-enopyranos-3-ulose
33, Vinylguaiacol

34. grans-Propenyliphenol
33. 2,6-Dimethoxyphenol
56. Eugenol
37. 4-Propylguaiacol
38. 3-Mcthylindole
59. Vauillin
60. cis-1socugenol
61. 4-Hydroxyacctophenone
62. Homovanillin
63. trans-Isoeugenol
64, 1-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl) propyne
65. Acetovanillone
60. Vanilhic acid methyl ester
67. 4-Ethyl-2,6-dimethoxyphenol
68. Guatacylacetone
69. 2,6-Dimethoxy-4-vinyphenol
70. 1,6-Anhydro-b-glucoturanose
71. Guatacylpropan-2-on¢
72. Propiovauitlone
73. Guaiacyl vinyl-2-oue
74, trans-Coniferaldehyde
75. Retene

76. Myristic acid

77. Palmitic acid




Técnicas analiticas de caracterizacdo de subst

Pirdlise acoplada a cromatografia gasosa e Espectrometria de massas

Em sintese, produtos da Py-GC/MS séo:

» Fragmentos de polimeros organicos

* Produtos da oxidacdo da MOS (CO,, acido aceético, acetona etc)
 Produtos totalmente volatilizados (acidos graxos)

* Artefatos produzidos durante volatilizacao e na coluna do cromatografo

Interferéncias

Amostras com elevados teores de;

* Metais

o — eficiéncia reduzida
* Silica




Técnicas analiticas de caracterizagdo de s

Caracterizacao das substancias humicas

Outras tecnicas para determinacéo de grupos funcionais

Teécnicas termodegradativas, de eletroforese, visualizacao atraves de
Microscopia de varredura, analise elementar das substancias humicas

Analise da composicao elementar

Pirdlise acoplada a cromatografia gasosa e espectrometria de massas

Eletroforese

Microscopia eletronica de varredura (mev)



Técnicas analiticas de caracterizagdo de sub

Eletroforese

Desenvolvida para separar componentes carregados eletricamente em uma
mistura, com base na diferenca de mobilidade das substancias na presenca
de um campo elétrico

Focalizac&o isoelétrica em gel de poliacrilamida com gradiente de pH

Na focalizacao isoelétrica, as moléculas de natureza anfotera (cargas + e -)
migram para uma posicao onde o pH é igual ao seu ponto isoelétrico, i.e.,
no valor de pH onde as moléculas ndo apresentam carga liquida.
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Eletroforese

Focalizac&o isoelétrica em gel de poliacrilamida com gradiente de pH

» Técnica usada pela 12 vez, em SHSs, por Gjessing & Gjerdahl (1970)
Objetivo: fracionamento de SHs presentes em meio aquatico

Subfraction 2/1, MW = 500 Subfraction 2/4, MW = 392

Diagrama de modelo estrutural de AF do Rio Suwannee, Georgia, EUA

(MW = peso molecular em Daltons)
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Eletroforese

Focalizac&o isoelétrica em gel de poliacrilamida com gradiente de pH

» Técnica usada pela 12 vez, em SHSs, por Gjessing & Gjerdahl (1970)
Objetivo: fracionamento de SHs presentes em meio aquatico

» Solo: meétodo util para obtencao de informacdes sobre as caracteristicas
de cargas das substancias humicas
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- | 330 340 350 260 270 280

|

NI

(41

£ il [MWW (il

\
1 A B c

T HInn

!' uﬂ' !'.!'.l‘..' |

=
-




Técnicas analiticas de caracterizacdo de subst

Cargas elétricas

As cargas negativas das substancias humicas surgem da dissociacéo de
protons dos grupos funcionais:

Carboxilicos — ’ pH=3.0
0 |

0
Fendlicos - OH R— —~C-0"

: H* pH=9.0

O desenvolvimento de cargas negativas das substancias humicas é
dependente do pH do meio —» cargas variaveis ou dependentes do pH

pH do meio Cargas (-) das substdncias himicas

Baixo Baixas
Alto Altas
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Elevacao do pH e formacao de cargas negativas

O 0
Vi i VR
R—C—0H + OH ﬁ R—C— 0"+ H,0 (Dissociagdo)
Carboxilicos

OH 0°
|
+ 0OH" {_" O + H,O (Dissociacio)
Fendlicos
#0 40
R—C—0 R—C —0H "~
0 o &
rR—C—0— 30H ™ == R—C—OH ™ + AI(OH){ (Desobstrugao)
O ” O ﬁ Ari i
R—C"20 R—c”OH " Série preferencial de troca

(valéncia e grau de hidratacdo)

Complexos organicos
P J H*> AI’* > Ca?* > Mg?* > K* > Na*

v

Elevacao do pH
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Eletroforese : focalizacao isoelétrica em gel de poliacrilamida com gradiente de pH

» Solo: separacédo de AH marrom vs cinza

Acido Fulvico Acido HUumico Humina
Amarelo Amarelo Marrom
claro escuro escuro

Aumenta grau de polimerizagao

2000 Aumenta peso molecular 300 000 ?
45% Aumenta contetudo de carbono 62%
48% Diminui contetdo de oxigénio 30%

Diminui grau de solubilidade

Eletroforese — principios gerais I

Tamanhos diferentes e cargas iguais

Tamanhos iguais e cargas diferentes
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Caracterizacao das substancias humicas

Outras tecnicas para determinacéo de grupos funcionais

Teécnicas termodegradativas, de eletroforese, visualizacao atraves de
Microscopia de varredura, analise elementar das substancias humicas

Analise da composicao elementar

Pirdlise acoplada a cromatografia gasosa e espectrometria de massas

Eletroforese

Microscopia eletronica de varredura (mev)
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O gque cada método mede?

Metodo Informacé&o obtida

NMR Grupos funcionais

FTIR Grupos funcionais

EPR Radicais, humificacao (de aromaticos)
UV-VIS Humificac&o (de aromaticos)
Py-GC/MS Fragmentos moleculares, fonte/entrada
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Qual a exatidao da informacao?

Metodo Exatidao
NMR moderada-alta
FT-NIR alta

EPR alta
UV-VIS alta
Py-GC/MS alta
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Interferéncias nos métodos

Método Interferéncia

NMR Paramagnéticos, humus inclusive
FTIR Minerais, compostos de Fe

EPR radicais (Fe, Mn, Cu...)

Py-GC/MS

Metais e silicio
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Método

Quantidade de amostra

NMR
FTIR

EPR
UV-VIS
Py-GC/MS

100-300 mg
1 mg

20 mg
2-500 mg

1 mg
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Método Custo
NMR Caro
FTIR Barato
EPR Moderado
UV-VIS Barato
Py-GC/MS Moderado




