' ‘n
55 - .' b, .—' ! )“"'

I-lumuc Substances m Solls.

Are They Really Chemlcally DlS‘l‘lﬂC‘l‘?

Alunas: Fernanda Ometto, Jéssy Senado, Nathdlia Marchiori.

Docente: Prof. Dr. Carlos Eduardo Pellegrino Cerri.
Disciplina: Matéria Orgdnica do Solo.

- 24 de abril de’2020.



Artigo

 Autores: Brian P. Kelleher e Andre J. Simpson.

* Informacdes gerais.

UNIVERSITY OF

TORONTO

SCARBOROUGH
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Introdugdo

Carbono 62% @)Jrgénico do solo
50% Substancias humicas (SH)

Como definir entdo as SH? Compostos poliméricos heterogéneos, resultantes da
decomposicao de residuos de animais e vegetais, que fornecem grande quantidade de
grupos funcionais em suas estruturas, e que desempenham papéis essenciais na
agricultura.

Qual a Importancia de se estudar as SH?

Devido a natureza heterogénea e complexa das SH pouco se sabe sobre sua estrutura
quimica.

Operacionalmente as SH sado fracionadas em funcéo de sua solubilidade a diferentes
valores de pH em acidos humicos, acidos fulvicos, acido himatomelénico e humina.
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Introdugado

Ainda nao existe uma metodologia para extracdo de SH de solos oficialmente
adotada.

Vérias sdo as teorias sobre a formacéo das SH Classica de Waksman

X

Outros pesquisadores

Na literatura existem varias propostas estruturais para as SH, entretanto, nenhuma
delas parece ser inteiramente satisfatoria.

Estudos tém mudado o conceito de estrutura macromolecular das SH baseado em
resultados com técnicas como | Cromatografia

Espectrometria de massa com ionizagao por eletrospray
Espectroscopia de ressonancia magnetica eletronica e nuclear
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Introdugdo

« Métodos espectroscopicos tém sido mais utilizados principalmente por nao alterarem
a natureza da amostra, alem da utilizacdo de pequenas quantidades de amostras.

« Contudo, devido a natureza heterogénea das SH e da complexidade das interacGes
inter e intramolecular os resultados sdo sempre dificeis de interpretar.
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Figura 2. Modelo de estrutura macromolecular da fracdo acido himico proposta por
Schulten e Schnitzer (1993) a esquerda, e modelo tridimensional para o acido hiimico
proposto por Sein et al. (1999) a direita.
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Introdugdo
» Algumas caracteristicas das SH ja estdo bem definidas:

» As fracOes de acidos fulvicos e acidos humicos sdo misturas heterogéneas de
moléculas polidifusas (Stevenson, 1982);

« Ha variacdo da razdo entre acidos humicos e acidos fulvicos em funcéo do tipo
de solo (Rosa et al. 2001);

» Os acidos humicos e fulvicos apresentam alto teor de grupos funcionais como
carboxilas, hidroxilas fendlicas e carbonilas (Stevenson, 1985).

» O objetivo da pesquisa foi correlacionar os padroes detalhados de espectroscopia de
ressonancia magnetica nuclear 2D dos biopolimeros do solo, com aqueles observados
em materiais himicos, para avaliar suas contribuicoes.
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« Biopolimeros utilizados:

o Lignina Kraft

9 Proteina (Albumina de soro
bovino)

e Amilopectina

0 Cutina de tomate
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Material e méetodes

O solo HS foi isolado do horizonte A da superficie de solos sob Aspen e
Grass e representa 52% e 79% do carbono organico total do solo,
respectivamente.

Os extratos de HS foram preparados por extracdo exaustiva usando NaOH
0,1 M, filtrados através de filtros de Teflon 0,2 um, trocados de cations para
remover o Na + e liofilizados.

As amostras foram completamente secas sob vacuo e sobre P205,
dissolvidas em DMSO-d6 e transferidas para um tubo RMN de 5 mm para
analise.

U

No caso da cutina, que ndo e completamente sollvel, foi realizada RMN
bidimensional de alta resolucdo com angulo magico (HR-MAS) usando
DMSO como solvente de intumescimento e uma velocidade de rotacdo da
amostra de 10 kHz.
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Material e métodos

« As experiéncias de RMN foram realizadas em um instrumento Bruker Avance 500
MHz.

« Os espectros de espectroscopia de correlacdo total (TOCSY) foram adquiridos no
modo sensivel a fase, usando incremento de fase proporcional ao tempo (TPPI),
1024 varreduras e um tempo de mistura de 60 ms.

» Os espectros heteronucleares de coeréncia quantica unica (HSQC) foram coletados
no modo sensivel a fase usando a selecdo do gradiente Echo / Antiecho-TPPI, sem
aumento da sensibilidade.

« As varreduras (2048) foram coletadas para cada um dos 256 incrementos na
dimenséo F1.
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Material e métodos

« Foram coletados 2K de pontos de dados em F2, e 1J 1H-13C (145 Hz) e um atraso
de relaxamento de 2 s foram empregados.

« O TOCSY e 0 HSQC foram processados usando funcdes quadradas senoidais com
mudancas de fase de 90 ° e um fator de preenchimento zero de 2.

« As previsdes espectrais (e graficos de sobreposicdo coloridos) foram realizadas
usando o Gerenciador de especificacbes do Advanced Chemistry Development
(ACD / Labs) (versao 9.06).

« Parametros usados para previsao, incluindo formato de linha, resolucao espectral,
largura de varredura e frequéncia base foram escolhidos para corresponder o mais
proximo possivel aos conjuntos de dados reais.
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Resultados e discussdo

 As abordagens da ressonancia magnetica nuclear 2D foram aplicadas para
identificar as assinaturas de biomoléculas conhecidas em materiais humicos.

Uma vez eliminados os sinais dos biopolimeros e seus produtos de degradacéo
relacionados, os sinais da categoria humica devem ser facilmente observado.

Aplicado um experimento de coeréncia quéantica Unica heteronuclear (HSQC).
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Figura 3. Espectros HSQC de biopolimeros representantes
(A) lignina, (B) proteina, (C) carboidrato e (D) biopolimero alifatico.
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Figura 4. (A) Os biopolimeros representativos sobrepostos, (C) O espectro HSQC de
um acido humico padréo (HA) e (D) Sobreposicdo dos espectros.

« Acido humico é com componente importante das substancias himicas e é
considerado uma das fracdes mais recalcitrantes do solo.

« HA é simplesmente um extrato definido operacionalmente, consistindo nos
componentes estruturais mais abundantes encontrados nas plantas e nos
microrganismos do solo.
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Figura 5. (A) Espectro TOCSY da HA e (B) espectro dos biopolimeros.

« Para apoiar ainda mais a teoria de que o HA é simplesmente uma mistura de plantas
e estruturas de origem microbiana, foi aplicada a espectroscopia de correlacao total
(TOCSY).

« Como o0 HSQC, o TOCSY produz uma impressao digital molecular de uma molécula
ou mistura.
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Apesar da abundancia relativa das principais classes bioquimicas diferirem entre os
diferentes solos, a maior parte desses extratos de substéncias humicas ainda pode ser
descrita em termos de estruturas derivadas de seus biopolimeros parentais.

(ﬁ
G‘Z

E importante notar que os dados de RMN aqui apresentados apenas contradizem a
abundancia de um material himico quimicamente distinto e drasticamente diferente
do material microbiano ou vegetal parental nativo em solos frescos.

Foi mostrado que as substancias humicas sdo, predominantemente, misturas de
componentes vegetais e de origem microbiana.

E importante aumentar a compreensio dos componentes himicos, ja que permitira
que pesquisas mais focadas prevejam, expliguem e entendam as respostas do carbono
organico do solo as mudancas climaticas e, finalmente, seu feedback ao aquecimento
global.
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OBRIGADA PELA ATENCAO!

"0 comego de todas as ciéncias é o espanto das coisas serem o que sdo.”
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