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RESUMO

Objetivando-se avaliar quatro diferentes tipos de extratores
quimicos de substancias humicas, quais sejam: 1) resina quelatizante,
2) método de Kononova (Na,P,0, 0,1Tmol L' + NaOH O,1mol L"), 3)
método da Soda, Schnitzer (1982) (NaOH O,1mol L"), 4) Dabin (pré-
tratamento com H,PO, 2mol L', seguido de extragdo com Na,P,0O,
0,1mol L' e NaOH 0,1mol L"), coletaram-se amostras do horizonte A
(0-10cm) de um Latossolo Vermelho Distroférrico sob floresta tropical
subperenifdlia em Bela Vista do Paraiso, PR. Utilizou-se o método da
coluna cromatografica por exclusao, com esferas porosas de vidro, para
fracionamento das subtdncias humicas obtidas com os diferentes
extratores. Foi observada a seguinte ordem de extra¢ao: Dabin (Na,P,0,
0,1mol L") > Schnitzer (NaOH 0,1mol L") > Dabin (NaOH O,1mol L)
= Kononova > Resina quelatizante. Na maioria dos extratos houve

predominancia de acidos fulvicos.

Termos de indexacdo: matéria orgénica, acidos falvicos, acidos
hdmicos, humina, floresta tropical, Parana.

vii



ABSTRACT

Evaluation of Extractants of Humic Substances of a Rhodic Ferralsol

Four extraction procedures including ionic exchange resin,
Kononova method (O,1mol L' Na,P,0, + O,1mol L' NaOH), method
recommended by Schnitzer (O,1mol L' NaOH) and Dabin method
(pretreatment with 2 mol L' H,PO, followed by extraction with 0,1mol L’
'Na,P,0, and O,1mol L' NaOH), were used to extract humic substances
from the A horizon (0-10cm) of a Rhodic Ferralsol under semi-evergreen
tropical forest in Bela Vista do Paraiso, Parana State, Brazil. Grey humic
acids, brown humic acids and fulvic acids were analysed
chromatographically on controlled pore glass. Extractabilities decreased in
the following order: Dabin (O,1mol L' Na,P,0,) > Schinitzer (O,1mol L"
NaOH) > Dabin (0,1 mol L" NaOH) = Kononova method > ionic exchange

resin. The majority of the extracts contained predominantly fulvic acids.

Index terms: organic matter, fulvic acids, humic acids, humine,
tropical forest, Parana.



1 INTRODUCAO

As substancias humicas, que constituem aproximadamente 90%
da matéria organica do solo, sao definidas como substancias coloidais
amorfas, de ocorréncia natural, heterogéneas e de alto peso molecular
variando de 800 a valores superiores a 1.000.000 Daltons (Aiken et al.,
1985). Estas exercem influéncia amplamente reconhecida ' nas
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do solo e, consequentemente,
no crescimento das plantas (Roth et al., 1992). Em sua hidrélise acida,
aparecem substancias insoluveis denominadas &cidos humicos; na
hidrélise alcalina, encontram-se os &cidos fulvicos; e, finalmente, a

humina que é insoldvel tanto em meio 4cido como em meio alcalino.

Para se fazer um estudo minucioso das substancias hdmicas dos
solos, investigando suas caracteristicas estruturais e comportamento
quimico, hd a necessidade de se isolar estes materiais organicos do
componente argilo-mineral. O uso de solugoes de NaOH 0O,1mol L’
(Stevenson, 1994), KOH O0,1mol L' e 0,25mol L' (Cegarra et al. 1994),
e de Pirofosfato de Sédio 0,1mol.L"" (Yormah et al., 1997), tem sido

empregado para o isolamento de substancias humicas dos solos.

Apesar de muitas substancias serem usadas para a extracao das
substancias humicas do solo, as mais usadas tém sido solucdes alcalinas
diluidas, principalmente NaOH. Por outro lado, o melhor extrator deve
ser aquele que pode remover todas as substadncias himicas sem produzir
artefatos durante a extracao. Todavia, devido a heterogeneidade do
himus do solo e a complexidade de sua interagao com componentes
minerais, nao é surpresa que a quantidade e composicao das substancias

himicas extraidas sejam afetadas nao s6 pela concentracdo e tipo de
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2

MATERIAL E METODOS

Para a conducgédo deste estudo, foi selecionado um LATOSSOLO
VERMELHO Distroférrico no municipio de Bela Vista do Paraiso-PR, sob
floresta tropical subperenifélia. A profundidade de amostragem foi de O a
10cm, com trés repeticoes. As amostras foram previamente secas a
sombra por, aproximadamente, 12 horas antes de serem transferidas
para o Laboratério da Embrapa Solos, no Rio de Janeiro, RJ. Em seguida,
foram secas ao ar (35°C), moidas e passadas em peneira com abertura
de 2mm para caracterizacdo quimica e fisica do solo (Tabela 1),
conforme Embrapa (1997), e posterior condu¢ao do estudo.

TABELA 1. Caracteristicas fisicas e quimicas do solo estudado.

Granulometria Cations trocéveis :
gk g.u pH c mmok dm.; Acidez total p
T o | H0 Orgénico A |mokg’
: ; reid | Areid g.kg' 3 . eo | - + ‘
Argila | Sile fina [grossa A Ca Mg K mmolkdm?® |
640 | 250 20 90 |54 K} 00 | 91 26 | 4,79 78 1
2.1 Métodos de extracdo de substdncias humicas

Foram utilizados os seguintes rnétodos de extracao:

método da Resina Quelatizante (Danneberg & Ullah, 1982) -
as substancias humicas foram extraidas do solo, utilizando-se
agua deionizada e resina quelatizante saturada com sédio
(CHELEX 100, 100-200 mesh, BioRad, EUA), numa relacao
solo/resina/dgua de 1:2,5:5. Apés agitacao por 16 horas e
centrifugacdo por 30 minutos a 15.000rpm e, sob
temperatura nunca superior a 25°C, o sobrenadante,
contendo 4gua e substadncias humicas, foi transferido para
um frasco de polietileno e, apés secagem a frio, os extrates
foram armazenados congelados, em refrigerador, até o
fracionamento. O controle da temperatura foi importante para
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uma extracao adequada, pois o isolamento de substancias
himicas em meio alcalino (pH 9,0 a 12,0), sob temperaturas
elevadas, pode levar a formacdo de &acidos humicos com
maior peso molecular (Cegarra et al., 1994).

e método de Kononova (Kononova, 7966) - as substancias
humicas foram extraidas com solucdo de NasP207 O,1mol L
+ NaOH 0,1mol L, numa relacdo solo/solugdo de 1:20, com
agitacao, centrifugacao, liofilizacao e armazenamento
idéntico ao método descrito no tdpico A.

e método da Soda (Schnitzer, 1982) - as substéncias himicas
foram extraidas com solucdo de NaOH 0,1mol L' numa
relacdo solo/solugcdo de 1:10. A suspensdao foi agitada
horizontalmente a 250rpm, por 24 horas. Apés agitacdo, a
suspensao foi centrifugada, o sobrenadante isolado,
liofiizado e o extrato humico armazenado de modo
semelhante ao procedimento descrito no tépico A.

e método de Dabin (Dabin, 19717) - para extracdao das
substancias humicas, a amostra de solo foi peneirada a
80mesh e tratada, preliminarmente, com H3POz 2mol L’
(densidade 1:1), objetivando-se separar materiais organicos
leves que, ao serem postos em contato direto com o
pirofosfato ou a soda, podem resultar numa “neo-sintese” de
4cidos fualvicos ou hdmicos (Dabin, 1971). As solucoes
acidas foram recolhidas e separadas. Apés a centrifugacao, a
fracdo pesada do solo foi lavada duas vezes com &gua
deionizada para se extrair 0 excesso de acido.

Ap6s a lavagem, efetuaram-se duas extragoes com NasP207
0,imol L' a pH 9,8 seguindo os mesmos passos de agitacao e
centrifugacao descritos no tépico A.

Todos as suspensdes correspondentes a cada extracao foram
misturadas apés a centrifugacdo. Foi efetuada a liofilizacdo das
substancias humicas obtidas e o congelamento das mesmas, para
posterior fracionamento.
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Apés a extragdgo com NasP207 0,1mol L', seguiram-se mais duas
extracoes com NaOH 0,1mol L' no residuo da amostra de solo. Todos
os liquidos correspondentes a cada extracdao foram misturados apés a
centrifugacao. Foi efetuada a liofilizacao das substadncias humicas
obtidas e o congelamento das mesmas para posterior fracionamento.

2.2 Fracionamento das substancias hiumicas extraidas do solo

O fracionamento de todos os extratos foi realizado por
cromatografia de exclusdao, segundo método proposto por Danneberg
(1977), onde os acidos humicos cinzas e marrons ou brunos e os acidos
falvicos foram caracterizados, cromatograficamente, em coluna tipo C
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia), de 100cm de comprimento por
16mm de didmetro interno. A coluna foi empacotada com esferas
porosas de vidro, CPG “Controled Pore Glass” 00170B, com tamanho de
particula de 120 a 200mesh e diametro de poro de 17nm (CPG Inc.,
Lincoin Park, NJ, EUA). Em relacdo a coluna contendo gel, como
Sephadex, uma vantagem do fracionamento das substancias hdmicas
em colunas contendo CPG reside no fato de tratar-se de um material
inerte, que nao reage ou nao causa efeitos de adsorcao com o
componente organico a ser fracionado. Uma outra vantagem é o maior
tempo de uso do CPG sem necessidade de troca-lo com frequéncia.
Descricdo mais detalhada sobre a fabricacdo, os principios e as
vantagens da cromatografia em esferas porosas de vidro pode ser obtida
em Haller (1965). Como solucao eluente, utilizou-se o Na2BsO7 0,02mol

L' e NaCl 0,05mol.L", de pH 9,0.

Parametros de calibracdo, tais como volume total (Vt) e volume
morto (Vo), foram determinados apés empacotamento da coluna. Para o
volume morto (Vo), usou-se uma solucdo contendo Blue Dextran 2.000
a 0,5% (Pharmacia Fine Chemicals; Uppsala, Suécia), enquanto que,
para a determinacdao do volume total (Vt), utilizou-se uma solucao de
fenolftaleina a 10%. Todo o sistema foi hermeticamente fechado para
evitar a formacao de bolhas de ar na coluna.
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2.3 Caracterizacdo das substancias humicas

Utilizaram-se os seguintes parametros para a caracterizagcao das
substancias humicas:

e Grau de condensacdo molecular (E4/E6) - o grau de
condensacdo molecular foi obtido através das relagcdes de
absorvancia no comprimento de onda de 400 e 600nm dos
extratos (Chen et al., 1977).

e Coeficiente de particdo - Valor de Kd (Tan & Giddens, 1972)
- o0 coeficiente de particao foi calculado através da férmula:

Kd = Ve - Vo
Vt - Vo

onde:

Ve =volume de eluicao; Vo =volume vazio; e Vt =volume total.

A densidade 6tica por grama de solo (d.o./g de solo) foi calculada
pela integracao do pico de absorvancia.

Todos os resultados apresentados referem-se a média de trés
repeticdes. Os dados referentes as substancias humicas totais (SHT) e
acidos humicos cinzentos (AHC) foram analisados estatisticamente,
usando-se o procedimento PROC GLM do SAS (schlotzhaver & Littell,
1987). Para os acidos humicos marrons (AHM) + A&cidos fualvicos (AF),
nao foram efetuadas tais andlises, em virtude do fracionamento realizado
com os extratores 1, 2 e 3 nao ter separado estes dois componentes

himicos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2, sdo apresentados os teores e as caracteristicas das
substancias humicas totais extraidas do solo.

TABELA 2. Caracteristicas das substancias humicas extraidas do solo estudado.

AHC Valor  AF+ AHM  Valor AF  Valor  SHT

Momndo d.o.g’ Kd d.o.g" Ki dog' Kd dog'
Resina Quelatizante © 0%c 0016 0402 073 - - 107d
Kononova 1,243¢  -0,022 . 3,080 0,571 - - 4121¢
Soda 6,557a -0,008 2,933 0,505 . - 69,05b
NazP20: 0,1 mol L (Dabin) 2620b 0,048 10,594 0,725 8257 0963 18393

NaOH 0,1 mol L" (Dabin) 0,262¢ 0,014 2,444 0,887 1,948 1,053 3565¢c

AHC: &cido humico cinza; AF: 4cido fllvico; AHM: 4cido himico marrom; SHT: substancia himica total; d.0.g”:
densidade dtica por grama de solo; Kd: coeficiente de partigdo.

Nota: médias seguidas de mesma letra, na mesma coluna, nao diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.

Embora o fracionamento ou separagdo das substéncias himicas
em &cidos humicos e fllvicos seja normalmente conduzido pela
acidificacdo do extrato e posterior centrifugacdo, foi adotado o
fracionamento em coluna por exclusdo, para todos os extratos, pela
possibilidade de menor ocorréncia de erro operacional ou de
manipulacdo. As substancias himicas de alto peso molecular (4cidos
humicos cinzentos), independentemente do tipo de extrator quimico,
situaram-se num valor de Kd = 0,0 (Tabela 2). Substancias humicas de
baixo peso molecular (dcidos himicos marrom e principalmente acidos
fulvicos) concentraram-se num valor de Kd = 0,6. No fracionamento dos
extratos em pirofosfato de sédio 0,1mol L' (método de Dabin),
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observou-se um terceiro pico no valor de Kd = 1,0. Trata-se,
possivelmente, de um pico relacionado aos acidos falvicos (Figura 1).

120 +

100 o

dojgsolo 59

40 +

20 4

00
050

FIGURA 1.

—— Na.P O Daben

Cromatogramas das substancias humicas extraidas por diferentes
extratores. 1°: pico de absorvéancia referente a acidos hiimicos cinza;
2°: pico de absorvancia referente a acidos hdmicos marrons +
acidos falvicos; 3°: pico de absorvéancia referente a acidos fulvicos;
d.o./g solo: densidade G6tica por grama de solo; valor de Kd:
coeficiente de particéo.
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Quanto as quantidades de substdncias humicas extraidas, a
solucdo de NasP207 0,1mol L' (método de Dabin) foi a que extraiu
maiores quantidades de substadncias humicas totais (183,9d.0.g" de
solo), seguida das solucdes de NaOH 0,1mol L' (método da Soda),
NaOH 0,1mol L' + NasP207 0,1mol L' (método de Kononova), NaOH
0,1mol L' (método de Dabin) e método da resina, com valores médios
de 69,05; 47,27; 35,65 e 7,07d.0.g"' de solo, respectivamente. A agao
do extrator contendo sédio da-se através da troca desse cétion
monovalente (Na*) do extrator por um céation polivalente no solo, que,
por sua vez, age como metal ligante no complexo organo-mineral
(Kutsch, 1985). Kononova (1966) constatou que a extracdo com
solucdo de NasP207 é menos eficiente que a procedida com NaOH. Neste
estudo, as maiores quantidades de substdncias humicas extraidas em
solucdo de NasP207 0,1mol L' poderiam ser explicadas pelas duas
sucessivas extracoes conduzidas. Esta também poderia ser a provavel
explicacdo para o fato do extrato obtido em solucdo de NaOH do método
de Dabin, conter quantidades duas vezes menor que no extrato em
solucdo de NaOH do método da Soda, embora as solucoes tivessem as
mesmas concentragoes de NaOH.

Exceto para o método da Soda, todos os outros se
caracterizaram por apresentar mais acidos fdlvicos e &acidos humicos
marrons que &cidos humicos cinza. Machado & Gerzabek (1993)
também observaram semelhante configuragdo num Latossolo Roxo da
mesma regiao (Londrina, PR) utilizando o método de Kononova e da
resina. Entretanto, este maior teor de componentes orgénicos de menor
peso molecular (4cidos falvicos e dcidos hiumicos marrom) pode tratar-se
de artefatos produzidos durante a extragao, pois extracoes conduzidas
em solucdes fortemente alcalinas, como as presentes no método de
Dabin, Kononova e da Soda, podem levar & oxidagcao de componentes
organicos (Bremner, 1950), com conseqliente “quebra” de &acidos
humicos (Swift & Posner, 1972). Schuppli & Mckeague (1984) também
demonstraram problemas de producao de artefatos ou componentes
organicos de baixo peso molecular, como &acidos fulvicos, nas extragoes
com solugdes fortemente alcalinas.

Viérios trabalhos constataram que também a resina, por ser um
extrator mpais ameno, evita a produgao de artefatos orgénicos durante a
extragdo (Kutsch, 1985). Todavia, a resina Chelex 100 apresenta fraca
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capacidade de extracao, que segundo Gerzabek & Ullah (1989), varia
entre 13,5 e 55,5%. A variacdo na capacidade de extracdo deve-se,
principalmente, as caracteristicas do extrator quimico, da minéralogia e
da textura do solo (Kutsch, 1985) e, segundo Stevenson (1994), tanto a
extragdo completa com fracdes representativas como a extracdo sem
alteracdo das substédncias humicas sdo dois requisitos de um extrator

ideal.

Na Tabela 3, sao apresentados os valores da relacdo E4/E6 das
substancias humicas extraidas. A relagao E4/E6 diminui com o aumento
da condensacao molecular e aromaticidade e, aparentemente, pode ser
utilizada como um indice de humificagcdo (Stevenson, 1994). Uma
relacao de 7 a 8 ou maior é normalmente observada para acidos fulvicos
ou fragdes himicas com peso molecular relativamente baixo. Por outro
lado, uma relacao de 3 a 5 ou menor é caracteristica de acidos himicos
e outros componentes de alto peso molecular (Kononova, 1966). A
relacdo E4/E6 poderia, assim, corroborar os resultados obtidos no
fracionamento em coluna por exclusdao. Observa-se, na Tabela 3, que os
valores da relacao E4/E6m, referentes aos extratos obtidos com a resina
e hidroxido de sédio, tanto do método de Dabin como o da
Soda/Schnitzer, estdo em consondncia com o fracionamento, ou seja,
sdao valores que caracterizam substancias humicas constituidas,
predominantemente, de componentes orgénicos de baixo peso
molecular. Entretanto, semelhante equivaléncia nao foi observada para
0os extratos obtidos pelo método de Kononova e de Dabin (Na:P20-
0,1imol L"), onde os valores da relacaéo E4/E6 (2,29 e 1,97,
respectivamente) nao refletem as configuracbes das substancias
humicas obtidas no fracionamento em coluna por exclusao, seguido de
determinacao em espectrofotometro a 400nm. Provavelmente,. no
momento da determinacao dos valores de E4/E6, o alto valor de pH dos
extratos (pH 9 a 12) pode ter ocasionado o surgimento de valores baixos
da relacdo (Chen et al.,1977).
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TABELA 3. Relac@o E4/E6 de substancias humicas de Latossolo Roxo distréfico.

Método de extragdo E4/E6

Resina Quelatizante 8,00
Kononova 2,29
Soda 1,26
NasP207 0,1mol L' (Dabin) 1,97
NaOH 0, 1mol L' (Dabin) 6,20

Neste estudo, foi constatado que os diferentes extratores
apresentam diferentes capacidades de extracdao de substéncias huimicas
com diferentes configuracoes. Parsons (1988) observou semelhante
comportamento para solos de clima temperado. E necessério que novas
comparacgoes sejam conduzidas, em outras classes de solos, utilizando-
se as técnicas espectroscopicas como a ressonancia magnética nuclear e
infra-vermelho com transformada de Fourier, para melhor constatar as
alteracGes ou diferencas nas composicoes das substancias humicas.
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4 CONCLUSOES

Os métodos testados apresentaram diferentes capacidades de
extracdo de substdncias hdmicas, onde os extratores alcalinos como
NasP207 0,1mol L' (método de Dabin) e NaOH 0,1mol L' (método da
soda) foram os que extrairam as maiores quantidades. O extrator mais

fraco foi a resina quelatizante.

As quantidades de acidos himicos + fulvicos também variaram
dependendo do extrator, onde, exceto para 0 método da Soda, todos os
outros extratores continham mais acidos fulvicos que humicos.

O método de Dabin, envolvendo solugdes de NaOH e NaaP207,
levou ao surgimento de um terceiro pico no cromatograma, que pode ser

unicamente relativo a acidos falvicos.
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