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RESUMO

DOBBSS, LEONARDO B. M.S. - Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, setembro de 2006. ELETROQUIMICA DO HORIZONTE
SUPERFICIAL DE LATOSSOLOS E CARACTERIZACAO DE SUAS
SUBSTANCIAS HUMICAS. Orientador: Prof. Luciano Pasqualoto Canellas; Co-

orientador: Arnoldo Rocha Faganha.

Nos ultimos trinta cinco anos, a quimica do solo escreveu um capitulo
importante na ciéncia brasileira, registrando o conhecimento sedimentado sobre o
comportamento quimico da fragcao mineral dos solos tropicais intemperizados. O
estudo do comportamento complexo, e da reatividade da fragdo orgénica dos
solos foi relativamente abandonado, devido ao amplo espectro a ser coberto no
conhecimento do comportamento da fracdo mineral e as dificuldades
metodologicas. Este trabalho revisita os primeiros trabalhos em eletroquimica de
Latossolos, abordando, agora, os efeitos e as caracteristicas da fragcdo humificada
da matéria organica. Dessa forma, sete diferentes tipos de Latossolos
previamente estudados tiveram sua matéria organica humificada isolada e suas
principais caracteristicas eletroquimicas foram avaliadas antes e depois da
extragdo das substéncias humicas (SH) alcalino-soluveis. Apos o procedimento
de extracdo, as substancias humicas soluveis, bem como os extratos hexanico-
metandlico (Exthmet), foram quantificados e caracterizados quimicamente através

de métodos quimicos e espectroscopicos tais como: determinacéo da acidez total,
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carboxilica e fendlica, capacidade de oxidacdo, comportamento espectral na luz
ultravioleta-visivel e infravermelha e ressonéncia magnética nuclear. A extragao
dos acidos humicos (AH) e fulvicos (AF) deslocou os valores do ponto de carga
zero (PCZ) para valores mais elevados, diminuiu a CTC do solo e reverteu o sinal
do potencial de carga. No entanto, o maior efeito da retirada das substancias
huamicas soluveis diz respeito a perda da capacidade tamp&o das cargas do solo.
A capacidade da dupla camada elétrica € uma medida indireta desse poder
tampao e sofreu variagbes entre 210 e 1669% depois da extracdo das
substancias humicas alcalino-soluveis. De um modo geral, a natureza quimica
das SH do horizonte superficial dos Latossolos estudados pode ser explicada de
acordo com a teoria do arranjo supramolecular, segundo a qual os AH s&o
constituidos por agregados de matéria orgénica com maior hidrofobicidade, maior
massa molecular, menor acidez, maior capacidade de oxidacdo e com maior
diversidade de sitios quimicos para reagdo, o que os torna mais estaveis
termodinamicamente que os AF. Na presente pesquisa, plantas foram utilizadas
como instrumento bioldgico essencial para avaliar as caracteristicas quimicas e
eletroquimicas das substancias humicas, usando-as como indicadoras da
atividade de tais substancias. Foi observado que os AH, AF, bem como 0 Extymet,
isolados, sao capazes de alterar o padrdo de enraizamento de Arabidopsis
thaliana, proporcionando desenvolvimento de maior numero de raizes laterais
bem como de raizes laterais mais desenvolvidas em relacdo as plantas-controle.
Também se pode observar que os AH nado foram capazes de induzir o
enraizamento no mutante dgt da cultivar miniatura de tomate. O estudo da
eletroquimica da fracdo mineral foi fundamental para o avango e o entendimento
das principais praticas agronémicas relativas a adubacéo e corre¢do dos solos
que, junto com o desenvolvimento de novos cultivares, agroquimicos e
implementos, levaram a “modernizagado” do campo. O desafio langado agora para
0 século XXI é o de produzir garantindo a integridade dos recursos naturais para
as geragdes futuras. O estudo do comportamento da fragdo orgénica é parte
fundamental dessa empreitada, para a qual esta dissertacdo tentara dar sua

colaboracéo.



ABSTRACT

DOBBSS, LEONARDO B. MS. - Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, september de 2006. ELETROCHEMISTRY OF THE OXISOLS
SUPERFICIAL HORIZONS AND ITS HUMIC SUBSTANCES
CHARACTERIZATION. Supervisor: Prof. Luciano Pasqualoto Canellas; Co-

supervisor: Arnoldo Rocha Faganha.

In the last thirty five years, there has been significant knowledge gain
edregarding the chemical behavior of the mineral fraction of high weathering
degree tropical soil. The knowledge of the complex reactivity of the soil organic
fraction has received little attention due to the broad range that needs to be
covered on mineral fraction behavior and also the difficulty in methodology
techniques. In this work we provide an overview of the electrochemical features
characteristic of Oxisols. Our approach currently is to analyze the characteristics
and effects of the humified fraction of organic matter (soluble-alkaline humic
substances) on Oxisols. The organic matter of seven different Oxisols previously
studied were isolated and the electrochemical characteristics were evaluated
before and after isolation of the organic matter. Following the isolation, the soluble
HS and the hexanic-methanolic extracts (Hmetext) were quantified and
characterized trough chemical and spectroscopic methods such as: phenolic,
carboxyl and total acidity measurement, oxidation capacity, spectral behavior on

ultraviolet-visible and infrared light, and nuclear magnetic resonance. The



extraction of the HS fractions such as humic acids (HA) and fulvic acids (FA)
enhanced the PZC value, reduced the soil CEC and reverted the charge potential
sign. However, the soil charge buffer capability was the most influenced
characteristic by the HS extraction. The double electric layer capacity, which is an
indirect measurement of the soil charge buffer, had varied from 210 and 1669%
after the HS extraction. As a general rule, the chemical nature of the humic
substances (HS) from the Oxisols superficial horizons can be explained by the
supramolecular association theory which states that HA clusters with lower acidity,
higher degree of hydrophobicity, molecular weight, oxidation capacity, while HA
becomes more thermodynamically stable than FA due to the chemical sites
diversity. In the present research, plants were used as an important biological tool
to evaluate the effects of HS with different chemical and electrochemical features.
It has showed that HA, FA, as well as Hnetext isolated from all Oxisols is able to
modify the Arabidopsis thaliana typical rooting, resulting in both a higher number
and improvement of lateral roots in contrast to the control plants. She can also
observe that AH was not capable to induce the rooting in the mutant dgt of
miniature cultivar of tomato. The electrochemical study of the soil mineral fraction
is essential to the understanding and the development of key agriculture practices
such as soil amendment and fertilization. Current practices combine new cultivars,
agrochemicals and agriculture machinery to modernize field agroscience without
the inclusion of electrochemical analyzes. The current challenge is to maintain the
integrity crop production with the assurance that natural resources will be
conserved for future generations. The study of the behavior of the soil organic
matter fraction is one area of this challenge which this thesis will attempt to give

insight.
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1. INTRODUGAO

Os Latossolos sao os solos predominantes no Brasil e, a despeito de suas
restricdbes na capacidade produtiva devido a baixa fertilidade natural, eles
apresentam caracteristicas de ordem fisica excelentes, de modo que séo,
geralmente, aceitos como solos de grande potencial agronémico quando
manejados adequadamente (Barreto, 1986). Sdo encontrados, principalmente, em
regides tropicais de clima quente e umido. De acordo com Resende et al. (1997),
a latossolizacao consiste, basicamente, na remocao de silica e de bases do perfil
apos transformacgao (intemperismo) dos minerais constituintes. Praticamente, nédo
ha translocacdo de material para o horizonte B. Os solos formados por este
processo sdo aqueles com horizonte B latossdlico. Sdo os mais desenvolvidos
(velhos) da crosta terrestre, ocupando, portanto, as partes ha muito tempo
expostas da paisagem. Em geral, ocupam as superficies mais elevadas (planalto)
em relacdo a paisagem circundante. Portanto, sdo solos profundos, com pouca
diferenciagao entre horizontes e bastante intemperizados. Apresentam argilas de
baixa atividade, pouca retencao de bases e virtual auséncia de minerais primarios
facilmente intemperizaveis. Como a silica e outros elementos sdo fortemente
lixiviados, ha um enriquecimento relativo em oxiidroxidos de Fe e hidréxido de Al.

Pelo fato dos Latossolos serem solos altamente intemperizados, com
predominancia de minerais de carga variavel, eles constituem um grupo de solos
distinto com propriedades eletroquimicas semelhantes e cuja capacidade de troca

de cations depende, principalmente, da matéria organica do solo. As propriedades



eletroquimicas da fracdo mineral dos principais Latossolos brasileiros ja foram
estudadas (Van Raij 1972; Barreto, 1986). No entanto, as propriedades
eletroquimicas da matéria organica humificada e a quantificagdo de seus efeitos
na eletroquimica de Latossolos tém recebido bem menos atencgéo (Peixoto, 1997).

A reatividade da matéria organica do solo e, particularmente, das
substancias humicas (SH) esta relacionada as suas propriedades eletroquimicas.
A acidez depende do conteudo de grupos funcionais oxigenados. De modo geral,
a reagao da matéria organica com ions em solugado depende das caracteristicas
das moléculas organicas (e.g., carga molecular, par de elétrons isolados, pKa,
ponto isoelétrico, polaridade e massa molecular). No entanto, a avaliagao dessas
propriedades nas SH nao é tarefa simples.

Fungos, bactérias e a diversidade de plantas e animais que evoluiram
com o passar do tempo sdo a fonte de matéria organica natural acumulada na
superficie do solo. A maior parte da matéria organica do solo é estabilizada na
forma de SH e, a despeito do grande numero de trabalhos e do esforgo cientifico
realizado, a estrutura e a fungdo das substancias humicas ainda ndo sdo muito
bem compreendidas.

Piccolo (1997) aplicou o conceito da quimica das supramoléculas para as
SH e, por meio de uma série de evidéncias cromatograficas (Piccolo et al, 1996;
1999; Conte & Piccolo, 1999; Piccolo et al., 2002; 2003) e espectroscopicas
(Simpson, 2002), postulou uma nova visdo para a estrutura das SH, na qual
moléculas orgéanicas diversas, mas relativamente pequenas, formam agregados
unidos entre si por ligagdes hidrogénio e interagdes hidrofdbicas fracas, formando
um arranjamento supramolecular com massa molecular aparentemente elevada,
mas que pode ser constante e indefinidamente alterada de acordo com as
variagdes nas condi¢des do meio de reagao.

Piccolo (2002) redefiniu acidos fulvicos (AF) como sendo a associagao de
pequenas moléculas hidrofilicas com uma quantidade de grupamentos funcionais
acidos suficientemente grandes para manter os agrupamentos de AF dispersos
em qualquer valor de pH. Os acidos humicos (AH), por sua vez, sdo compostos
por associacbes onde predominam compostos hidrofobicos (cadeias
polimetilénicas, acidos graxos, esterdides) que sdo estabilizados em pH neutro
por forcas hidrofobicas dispersivas. De acordo com a conceituagao de Piccolo, a

conformacao dos AH cresce progressivamente de tamanho quando as forgas



oriundas das ligagdes hidrogénio sao progressivamente aumentadas até um valor
baixo de pH, onde os acidos humicos floculam. As huminas (H) continuam a
denominar a fragao alcalino insoluvel dos compostos organicos do solo.

As subunidades estruturais que compdem o arranjo supramolecular
podem ser liberadas em fungao de alteragdes na solugédo do solo, tais como pH,
forgca ibnica e status redox (Piccolo, 2002), fornecendo ions disponiveis para (l)
adsorcao na superficie mineral e consequente abaixamento do ponto de carga
protbnica liquida zero e aumento da capacidade de troca de cations, (ll)
complexacdo com ions da solugao do solo e (lll) absor¢cédo pelas plantas. Além
disso, as SH podem afetar diretamente o metabolismo e crescimento das plantas
(Vaughan & Malcolm, 1985).

A contribuigdo efetiva das cargas elétricas dos grupamentos funcionais
organicos para a superficie de reagdo dos solos intemperizados permanece,
ainda, como um desafio colocado para a Ciéncia do Solo (Sparks, 2001). Apesar
da importancia da contribuicdo da matéria orgénica humificada, existem poucos
artigos relacionando as propriedades eletroquimicas das SH e a reatividade do
solo (Fontes et al., 2001; Mendonga & Rowell, 1996; Benites & Mendonga, 1998;
Peixoto, 1997). Como a fragdo humina é pouco reativa por estar associada a
fracdo mineral, postula-se que, apesar do baixo teor da fracdo alcalino-soluvel
(acidos humicos e fulvicos) presente na matéria organica dos Latossolos, sdo
estas substancias que condicionam a sua reatividade.

No presente trabalho, é avaliada a contribuicdo das SH sobre
propriedades eletroquimicas do horizonte superficial de sete Latossolos
diferentes. Também se caracterizou a estrutura quimica de AH e AF e do extrato
hexanico-metandlico (Exthmet,) obtidos do horizonte superficial destes solos por
meio de métodos quimicos e espectroscopicos, além de se realizar um estudo
preliminar sobre o efeito das SH supracitadas e do Extymet SObre a promocgao do

enraizamento em plantas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Distribuicdo da matéria organica humificada nos Latossolos brasileiros

Os Latossolos sédo os solos mais representativos da cobertura pedoldgica
no Brasil, abrangendo cerca de 60% do territorio brasileiro, correspondendo,
segundo a EMBRAPA-CNPS (1999), a uma area de 331.637.250 ha.

Apesar da matéria organica humificada se apresentar no solo como um
continuum indissociavel de compostos de carbono que vao desde os encontrados
em células vivas até biomacromoléculas pouco ou muito transformadas, é
possivel separar distintas fragdes com base em aspectos quimicos, tais como
solubilidade, densidade e massa molar.

As diferentes fragdes de carbono humificado extraido do solo apresentam
caracteristicas quimicas, fisicas e morfolégicas diferenciadas, e a distribuigdo
destas fragbes no solo podem indicar a qualidade da matéria organica. O uso da
distribuicdo relativa das fragdes da matéria organica, como indicador da mudanga
de manejo do solo ou da qualidade do ambiente, encontra respaldo nos trabalhos
de Kononova (1982), Schnitzer & Khan (1978) e Schnitzer (1991).

A formagao das substancias humicas € caracterizada por um processo
complexo baseado na sintese e/ou ressintese dos produtos da mineralizagao dos
compostos organicos que chegam ao solo. E possivel, teoricamente, simplificar os
varios caminhos da humificagdo em dois mecanismos: a preservacgao seletiva de

biopolimeros e a condensacdo de unidades menores (Camargo et al., 1999).



Essas transformacbdes incluem um conjunto de reagdes de oxidagao,
desidratacdo, hidrélise, descarboxilagdo e condensagao, influenciadas pelas
condigdes do solo, tais como: tipo de argila, pH e teor de bases (Zech et al.,
1997). Assumindo qualquer das varias possibilidades para o processo de
estabilizagdo dos compostos organicos no solo, os acidos humicos representam a
fracao intermediaria entre a estabilizacdo dos compostos pela interacdo com a
matéria mineral e a ocorréncia de acidos organicos oxidados livres na solugéo do
solo (acidos fulvicos livres ou associados). Os acidos humicos sédo, portanto, um
marcador natural do processo de humificacdo e refletem, como tal, tanto a
condigao de génese, como de manejo do solo. Solos de ambientes temperados,
naturalmente férteis, apresentam teores relativos maiores de acidos humicos e
valores da relacdo CAH/CAF maiores que 1,0 (Kononova, 1982). Ja a fragéo
organica dos solos tropicais umidos é dominada pelas huminas e, tanto a intensa
mineralizagdo dos residuos, como restricbes edaficas a atividade bioldgica,
tornam os valores da relagcdo CAH/CAF menores do que 1,0 (Dabin, 1981;
Ortega, 1982; Canellas et al., 2000). De acordo com Kononova (1982), a faixa dos
valores da relagado CAH/CAF para solos temperados varia de 1,5 a 2,5. Para solos
tropicais, os valores médios sdao mais baixos (Ortega, 1982). De uma forma geral,
0 baixo conteudo de bases trocaveis nos solos mais intemperizados diminui a
intensidade dos processos de humificagcdo (condensacédo e sintese). Volkoff e
Cerri (1988) postularam que os principais fatores que controlam a formagao do
hamus (tanto humus como matéria organica serao utilizados daqui para frente
como sinénimos da fragdo de compostos organicos do solo formados pelas
substancias humicas e ndo humicas) sao a temperatura, presenga ou auséncia de
bases e drenagem, ou seja, os fatores que mais influenciam a atividade bioldgica.
Indicam, ainda, que a presencga de bases tenha um efeito mais importante do que
os outros fatores.

Os Latossolos sao caracterizados pelo estagio avangado de intemperismo
e, consequentemente, pelo baixo conteudo de bases trocaveis. A maioria dos
trabalhos reporta um conteudo baixo de substancias humicas alcalino-soluveis e
predominio da fragdo humina nos Latossolos. (Volkoff e Cerri, 1988; Santa-Isabel,
1988). A fragdo humina é considerada uma fragdo humificada pouco reativa,
quase inerte, ja que esta intimamente associada a fragdo mineral do solo (Borges
& Kiehl, 1996; Yagi et al., 2003).



A composi¢cao média do humus do horizonte superficial dos Latossolos do
Brasil pode ser observada na Figura 1. Verifica-se o predominio da fragao acidos
fulvicos livres em relacédo a fracdo acidos humicos e uma dominancia da fragao

humina.
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Figura 1. Distribuicdo das fragbes humicas em % relativa do carbono total de
Latossolos do Brasil (adaptado de Canellas & Santos, 2005, p.64,
cap.3).

Os Latossolos sao caracterizados pela presenca de minerais com baixa
carga de superficie, tais como argilosilicatos do tipo 1:1, como a caulinita e os
“Oxidos” de ferro e de aluminio (Fontes et al., 2001) (o termo “6xidos” foi usado
para designar tanto os oOxidos propriamente ditos como os hidroxidos e
oxihidroxidos). A baixa capacidade de troca de cations nessas superficies bem
como O processo de remogdo de bases que caracteriza a latossolizagao
condicionam a distribui¢gdo das fragées humificadas, promovendo o predominio de
formas insoluveis e pouco reativas (huminas) e favorecendo o acumulo de fragoes
alcalino-soluveis constituidas, principalmente, por compostos organicos pouco
condensados (acidos fulvicos) (Santa-lsabel, 1988). Por outro lado, as
caracteristicas eletroquimicas das fragdes humificadas, apesar de pouco
estudadas, condicionam a reatividade desses solos bem intemperizados.



2.2. Reatividade da matéria organica do solo (MOS)

A reatividade da MOS e, particularmente, das SH esta relacionada as
suas propriedades eletroquimicas, basicamente ao grau de acidez de seus grupos
funcionais. Sao normalmente usadas para acido as definicbes de Lowry e
Bronsted e de Lewis. Os primeiros definiram um acido como uma substéncia que
libera proton (H') e base como aquela que aceita H'. Um composto pode
funcionar como um &acido (ou base) somente na presenga de uma base conjugada
(ou acido). Lewis definiu um acido como uma substancia que pode receber um
par de elétrons para formar uma ligacdo covalente, e uma base como aquela que
pode fornecer um elétron para formar uma ligagdo covalente. Portanto, para se
comportar como acido, uma molécula deve estar deficiente em elétrons e isso
ocorre nos grupos funcionais das substancias humicas, tais como, R-COOH, OH,
S-H.

A reatividade das substancias humicas € causada, principalmente, pelo
seu elevado conteudo de grupos funcionais contendo oxigénio, tais como: alcool
R-OH, aldeido R-CHO, carboxila R-COOH, enol (R-CH=CH-OH), cetona (R-CO-
R’), éster (R-COOR'). (Canellas et al., 1999). A dissociacdo do H* de cada grupo
funcional é dependente do pH do meio. De um modo geral, os Latossolos
apresentam pH acido numa faixa que permite a dissociacdo somente dos acidos
organicos mais fortes como, por exemplo, COOH. O grupo OH de acidos
carboxilicos se dissocia mais facilmente do que dos alcoois aromaticos ou
alifaticos, e os compostos fendlicos sao acidos ainda mais fracos. A maioria dos
grupos funcionais acidos se dissocia entre valores de pH de 4 a 7. A dissociagéo
dos grupos carboxilicos e fendlicos produz 85 a 90% da carga negativa das
substancias humicas e corresponde a uma acidez entre 300 e 1400 cmol kg™
(Rocha & Rosa, 2003). Grupos protonados, tais como R-OH; e R-NH3;, podem
gerar cargas positivas, mas a carga liquida no humus geralmente permanece
negativa (Wershaw, 1993). No entanto, nem toda carga negativa gerada na
superficie organica esta disponivel para rea¢des. Ha uma intrincada relagao entre
a matéria organica reativa e a fragdo mineral. (Dabin, 1981; Volkoff et al., 1984).
As propriedades eletroquimicas do solo sao produtos desta intrincada relagao, e a
avaliacao destas propriedades isoladamente pode resultar em equivocos e mais,

pode, ainda, ndo expressar o produto real da interagdo organo-mineral. Essas



limitagbes, no entanto, ndo devem representar um empecilho para o estudo
dessas misturas complexas. Se de um lado as limitagdes para estudar sistemas
complexos parecem desafiar o problema “das substancias humicas”, por outro, o
baixo grau de compreensdo acumulado sobre esses sistemas organicos em
ambientes tropicais altamente intemperizados permite que se fagam algumas
concessoes e se estude, através do isolamento da matéria organica humificada,
as principais caracteristicas eletroquimicas dos solos antes e depois da extracéo
das substancias humicas. E importante, também, que se isolem algumas
propriedades de tais substancias, e se fagam correlagcbes através de métodos
estatisticos, para avaliar a contribuicdo das substédncias humicas sobre

propriedades eletroquimicas dos Latossolos.

2.3. Desenvolvimento de cargas nos coldides inorganicos dos solos

As superficies dos coldides dos solos sao carregadas eletricamente, o
que significa que essas superficies tém excesso ou déficit de elétrons (Uehara &
Gillman, 1980) e, em conjunto com os ions presentes na solugdo do solo,
constituem uma dupla camada de cargas (Olphen, 1977). Se a dupla camada de
cargas for resultado de imperfeigdes internas e substituigbes isomorficas
estruturais nos minerais, a densidade de carga é constante, ao passo que o
potencial elétrico de superficie é variavel (Stern, 1924). Se a dupla camada for
criada pela adsorgdo de ions determinantes de potencial, a densidade de cargas
€ variavel enquanto o potencial elétrico de superficie &€ constante e determinado
somente pela concentragdo ou atividade desses ions em solu¢do (Fontes et al.,
2001).

O estudo das cargas elétricas das dispersdes coloidais (organicas e
inorganicas) € necessario para o entendimento de diversos fenémenos fisico-
quimicos que ocorrem nos solos. A maioria das reagdes eletroquimicas que
influenciam a fertilidade (Kononova, 1984), a nutricdo de plantas e que podem
interferir em fenbmenos relacionados ao seu manejo e conservagao ocorre na
superficie dessas particulas (Siqueira, 1985; Sposito, 1989b; Fontes et al., 2001).
As propriedades eletroquimicas variam de acordo com 0S processos
pedogenéticos a que o solo foi submetido, bem como o seu estagio de

intemperizagdo. Essas observagdes conceituais sugerem que a quimica da



superficie de um solo sera determinada, em grande parte, pela natureza e
reatividade dos grupos funcionais da sua superficie. As reagcdes de superficie,
entretanto, sdo também condicionadas ao intemperismo pedoquimico. As reacdes
de dissolugao e precipitagao de minerais, a sintese e oxidacao/reducao da matéria
organica alteram, necessariamente, as categorias e reatividades dos grupamentos

funcionais das superficies (Velloso, 2002).

As cargas elétricas nas superficies dos coloides de carga variavel sao
geradas pela adsor¢do e dessorcdo de ions determinantes de potencial
(Schofield, 1949), principalmente H* e OH", e dai diz-se coldides com carga
dependente do pH (Zhang et al., 1991). Na solucédo do solo, os ions localizados
na superficie de minerais, como caulinita, hematita, goethita e gibbsita,
completam sua camada de coordenacédo com ions hidroxila, de modo que toda a
superficie se torna hidroxilada (Stumm, 1992). Estes solos possuem interface
reversivel, isto €, apresentam coldides de carga variavel (Dewan & Rich, 1970). A
magnitude de carga liquida resultante depende da atividade destes ions em
solugédo (Gouy, 1910) e a carga liquida é determinada pelo ion que é adsorvido
em excesso. Com a diminuicdo do pH, aumenta o numero de sitios com carga
positiva e com o aumento do pH s&o criados sitios com carga negativa. Num
determinado pH, ha possibilidade de ocorréncia concomitante de sitios com carga
positiva, negativa e neutra. Quando ocorre uma adsorgao igual de ions H* e OH",
o coldide tera uma carga protdnica liquida igual a zero, o pH da solugédo em que
ocorre esta condi¢ao é definido, genericamente, como Ponto de Carga Proténica
Liquida Zero designado PCZ daqui para frente (Parks & Bruyn, 1962; Parks, 1965;
Breeuwsma & Lyklema, 1973; Raij & Peech, 1972; Raij, 1973 a, b; Uehara &
Gillman, 1980; Siqueira, 1985; Siqueira 1990 a ,b, c; Sposito, 1981, 1989 a, b;
1998; Fontes et al., 2001).

As medidas eletroquimicas, para definicdo dos componentes de carga
superficial e dos diferentes pontos de carga zero (Raij e Peech, 1972), séo
necessarias para o entendimento do comportamento de cargas de superficie,
validacdo de modelos moleculares (Charlet & Sposito, 1987), exame de
consisténcia interna dos resultados de especiacao e contribuicdo na interpretacao
de algumas caracteristicas e propriedades do solo (Hendershot & Lavkulich,
1978), como, por exemplo, em caracteristicas fisicas de agregacédo (Peixoto,

1997) e na avaliacdo do desenvolvimento pedogenético (Fontes, 1996; Silva et
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al., 1996). Além disso, o PCZ serve como ponto de referéncia para avaliar o sinal
de carga liquida da superficie em relagdo ao pH atual do solo. Se positiva, o pH
do solo é menor que o PCZ, se negativa, o pH é maior que o PCZ (Chaves &
Trajano, 1992). Também ¢é possivel determinar o potencial da dupla camada

elétrica pela equagao simplificada de Nernst (Uehara & Gillman, 1980):

W, = 0,059 (PCZ - pH)

sendo W, dadoem V.

E possivel determinar a densidade de carga variavel por meio da férmula

limitada da equacéo de Gouy-Chapman (Uehara & Gillman, 1980):

0,=1,67.10°.n%° (PCZ - pH)

sendo o, dado em mol, cm™ e n é a concentragdo eletrolitica em nimero de ions
por cm®.

Dentre as estimativas do PCZ, o Ponto de Efeito Salino Nulo (PESN)
representa um valor de pH em que a concentragcdo salina da solugdo, numa
suspensao de solo, ndo tem efeito na carga de superficie das particulas do solo
(Sposito, 1989a, b) ou estritamente um valor de pH no qual a carga liquida do
proton (diferenca entre moles de H* e OH™ adsorvidos) € invariavel com a
concentracio do sal.

A comparagao entre o pH do solo e o PCZ permite definir se a carga
superficial liquida das particulas é positiva (pH < PCZ), negativa (pH > PCZ), ou
nula (pH = PCZ). O pH dos solos bastante intemperizados tende a deslocar-se em
diregdo ao PCZ (Uehara, 1978), caracterizando esta medida como essencial ao
entendimento dos processos eletroquimicos em solos tropicais (Aleoni &
Camargo, 1994; Siqueira et al., 1990b; Pérez et al., 1993).

A contribuicdo efetiva das cargas elétricas dos grupamentos funcionais
organicos para a superficie de reagdo dos solos intemperizados permanece,
ainda, como um desafio colocado para a Ciéncia do Solo (Sparks, 2001).

Apesar da importancia da contribuicdo da matéria organica humificada,

existem poucos artigos relacionando as propriedades eletroquimicas das
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substancias humicas e a reatividade do solo (Fontes et al., 2001; Mendonca &
Rowell, 1994; Benites & Mendonga, 1998; Peixoto, 1997). No entanto, ja é bem
conhecido que a adsorcido de anions a superficie abaixa os valores de PCZ no
solo (van Raij & Peech, 1972; Hendershot & Lavkulich, 1978; Siqueira, 1985).

2.4. Efeitos da matéria organica do solo sobre o PCZ

Siqueira et al. (1990) quantificaram o efeito da MOS sobre o PCZ de cinco
perfis de Latossolos brasileiros. Foi observada uma queda sensivel no PCZ de
diferentes Latossolos com o incremento de matéria organica. Os solos de
natureza oxidica tiveram queda linear do PCZ com o aumento de C, enquanto
que, em solos de natureza caulinitica, o comportamento da queda do PCZ foi
quadratico. A queda nos valores de PCZ foi atribuida a adsor¢cdo de anions
organicos na matriz mineral tal como justificam anteriormente as observagdes de
Van Raij & Peech (1972) e Uehara (1981). Kaiser & Zech et al. (1999)
propuseram o0 mecanismo de troca de ligantes como o principal mecanismo
envolvido na adsor¢ao de compostos organicos a superficie de 6xidos de Fe e Al.
Barreto (1986) verificou uma diminuicdo significativa no PCZ nos horizontes
superficiais de Latossolos em relacdo aos horizontes subsuperficiais. Alleoni e
Camargo (1994) também observaram uma diminuigdo nos valores de PCZ com o
aumento no conteudo de MOS nos horizontes A de solos gibsiticos.

Vale ressaltar que, apesar do PCZ ser afetado pelo conteudo de MOS
(Siqueira et al., 1990 a, b; Peixoto, 1997), poucos estudos sistematicos
envolvendo o efeito de seus compartimentos na dindmica de cargas do solo,
principalmente o das substdncias humicas e seus respectivos grupamentos
funcionais, foram realizados. Benites & Mendongca (1998) adicionaram
quantidades crescentes de acidos humicos num Latossolo com mineralogia
predominantemente gibbsitica e observaram a queda linear no PCZ do solo. O
valor do PCZ passou de 5,65 para 5,10 com a adicdo de uma dose equivalente a
60 Mg de AH ha™.

Para o abaixamento de valores do PCZ, é necessaria uma adicdo de
quantidades relativamente grandes de M.O. ao solo, implicando em limitacdes de

ordem pratica para o manejo de solos em ambiente tropical.
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Um aspecto muito estudado ¢é a influéncia da M.O. no tamponamento das
cargas e, portanto, na variagdo do pH do solo. Uma medida simplificada de
capacidade de tamponamento de cargas pode ser obtida com a capacidade da

dupla camada elétrica.
2.5. Capacidade da dupla camada elétrica

Os valores de PCZ sdo muito préximos para solos da mesma classe e
grau de intemperizagao e, de acordo com Barreto (1986), € encontrada alguma
dificuldade para o uso desse parametro para discriminar o comportamento de
superficie. Assim, Barreto (1986), com o objetivo de separar solos de carga
variavel da mesma classe de acordo com o seu grau de intemperismo, aplicou o
conceito de capacidade da dupla camada elétrica (CDCE) para solos de carga
variavel.

Assumindo-se a validade da equacdo de Nerst para o potencial de
superficies com carga variavel (o) e usando-se as curvas de carga superficial vs
pH em diferentes forgas ibnicas (0 x pH), a capacidade da dupla camada elétrica

(CDCE) pode ser definida como: ’
CDCE=-Z
dy

Assumindo-se que a relacdo entre o potencial da dupla camada elétrica e a
atividade dos ions determinantes de potencial (H", OH") é valida em solugdo de
sistemas com carga variavel, i.e. y,=0.059 (pHo-pH) a 25°C, a CDCE pode ser

expressa como.
P cpce=49
dpH

A equacéao acima € analoga a equagao que define o poder tamp&o de um sistema

o dCi
yiss =4 pH (Stumm, 1992).
sendo: g5 a capacidade tampdo de um sistema (medida da tendéncia ao

equilibrio onde Cj resiste a variagdo de pH pela adigdo/remogdo de H' do
sistema). Assim, o poder tampéo () e a capacidade da dupla camada elétrica do
solo de carga variavel estao altamente relacionados.

O conceito da CDCE foi desenvolvido e usado com sucesso para
sistemas simples como mercurio (Grahame, 1947), iodeto de prata (Lykema &
Overbeel, 1961) e 6xidos metalicos (Parks & De Bruyn, 1962; Bérubé & De Bruyn,
1968a; Blok & De Bruyn, 1970a). Barreto (1986) aplicou para quimica de solos de
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carga variavel e conseguiu alto grau de discriminagao entre distintos Latossolos.
A CDCE foi mais afetada pelo conteudo de matéria organica do solo do que o
PCZ (Barreto, 1986). No entanto, o estudo para quantificagdo dos efeitos da
matéria organica sobre a CDCE foi adiado.

Um dos mecanismos menos estudado na quimica dos coldides organicos
€ a capacidade de transferéncia de elétrons. A tendéncia em uma espécie
quimica doar elétrons € medida pelo respectivo potencial de oxidagdo e a
quantidade de elétrons transferidos por unidade de massa de uma determinada
substancia (mols kg™') é denominada capacidade de oxidacdo (Cox) (Baldotto et
al., 2005).

2.6. Capacidade de oxidagao das substancias humicas

Nos solos fortemente intemperizados as SH contribuem para geracao de
cargas elétricas por meio do abaixamento do PCZ (Struyk & Sposito, 2001) e
aumento da CTC do solo (Canellas et al, 1999). Além disso, as SH apresentam
atividade redox (Helburn & MacCarthy, 1994) e participam de importantes reac¢des
que ocorrem nos solos, influenciando a fertilidade com liberagdo de nutrientes
(Fe™ — Fe™?) e pela detoxificacdo de elementos quimicos (pesticidas) (Szilagyi,
1973, 1974; Lakatos et al., 1977; Skorgerboe & Wilson, 1981; Bailey et al, 1983;
Bartlett, 1993; Matthiessen, 1994; Struyk & Sposito, 2001).

Os AH participam em reagdes redox nos solos, com elementos como Fe*?
(Szilagyi, 1971; Lovley et al., 1998; Scott et al., 1998), Mn** (Sunda & Kieber,
1994), V*° (Wilson & Weber, 1979; Lu et al., 1998) e Hg*? (Alberts et al., 1974;
Skogerboe & Wilson, 1981; Matthiessen, 1996). No entanto, s&o relativamente
escassos os trabalhos com medigbes diretas das propriedades redox de SH
(Struyk & Sposito, 2001).

Como numa reacao redox, os elétrons sdao completamente transferidos de
uma espécie para outra. Sillén & Martell (1964) indicaram a conveniéncia de
considerar a atividade de elétrons (e’) como qualquer outro reagente (mol.) em
reacdes quimicas. O entendimento destas reagdes no solo € fundamental para o
estudo de suas propriedades fisico-quimicas (Sposito, 1989; Velloso et al., 1993).
O potencial eletroquimico do solo (En) € a concentragao de elétrons (pe) gerada

pelas espécies quimicas com atividade redox controlam a formacgao e precipitagao
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de minerais (diagramas de solubilidade), o estado de oxidacédo e de solubilidade
de ions (Mercé et al., 1998), a atividade microbiolégica e enzimatica, entre outras
fungbes (Canellas et al., 2002).

O processo de humificagdo pode ser entendido a grosso modo como a
transformacao de residuos organicos em estruturas mais estabilizadas que, sob o
ponto de vista quimico, representam aumento de estruturas conjugadas (Zech et
al., 1997). O aumento de unidades aromaticas com influéncia de elétrons como os
radicais livres do tipo semiquinona (RLS) foi definido como um indicador do grau
de humificagdo da MO (Martin Neto et al., 1994). A medida destes orbitais é
obtida por meio de EPR. Baldotto (2006) conseguiu uma estreita e significativa
correlacdo entre a concentragcdo de RLS e a capacidade de oxidagdo das SH
medida por iodimetria, apresentando um procedimento acessivel para estimativa

do grau de humificagédo e da sua capacidade de transferéncia de elétrons.

2.7. Capacidade de troca de cations (CTC)

A CTC pode ser definida como o numero de moles de cations adsorvidos
que podem ser dessorvidos de um solo (ou constituinte do solo, ou outro material)
em certas condigdes de temperatura, pressdo, composi¢cao da solucao, valor de
pH, e relagdo de massa solo:solugdo, sendo expressa em milimoles de carga por
quilograma de adsorvente (mmol. kg™') (Sposito, 1989a).

A contribuicdo da matéria organica sobre a capacidade de troca de
cations (CTC) foi estimada como sendo entre 25 e 90% da CTC do solo (Oades et
al., 1989, Thompson et al., 1989; Leinweber et al., 1993; Oorts et al., 2003). Os
Latossolos apresentam uma CTC efetiva baixa e decrescente com a profundidade
dependendo, basicamente, do seu conteudo de matéria organica (Mendongca &
Rowell, 1996).

2.8. Bioatividade da matéria organica humificada

Peixoto (1997) observou a necessidade de que qualquer procedimento
utilizado para estudar e entender a MOS deve ser biologicamente significativo e
refletir a natureza dindmica dos processos envolvendo os constituintes do solo. A

quantificacdo de cada fracdo da MOS torna-se fundamental para entender os
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processos dindmicos que refletem ou induzem as propriedades quimicas, fisicas e
biolégicas dos solos, tendo em vista a interagdo de seus componentes. As plantas
podem ser consideradas como o instrumento biolégico essencial para avaliar as
caracteristicas quimicas e eletroquimicas das SH. As SH, além de influenciarem a
eletroquimica do solo, podem afetar diretamente o metabolismo das plantas.

O efeito das SH sobre o metabolismo das plantas foi resumido por
Nannipieri et al. (1993) como resultado (i) da influéncia positiva sobre o transporte
de ions facilitando a absor¢ao; (ii) do aumento da respiracéo e da velocidade das
reacdes enzimaticas do ciclo de Krebs, resultando em maior produgao de ATP;
(iii) do aumento no conteudo de clorofila; (iv) do aumento na velocidade e sintese
de acidos nucléicos; (v) do efeito seletivo sobre a sintese protéica e (vi) do
aumento ou inibicdo da atividade de diversas enzimas. Todavia, os alvos
moleculares primariamente envolvidos nessas respostas nao foram ainda
elucidados.

As SH sao tradicionalmente consideradas como uma macromolécula que
apresenta acidez, carga liquida negativa e elevada massa molecular, sendo
extraida dos solos e sedimentos por solugbes alcalinas (Stevenson, 1994; Tan,
2003). O efeito fisioldgico direto das fracbes humificadas de massa relativamente
elevada, com centenas de milhares de Da, tais como os acidos humicos (AH), é
incompativel com seu tamanho e, consequentemente, com sua entrada na célula
através das membranas bioldgicas. A promogao no crescimento vegetal tem sido
justificada, entdo, pelo aumento da solubilidade de micronutrientes com a
formagdo de complexos soluveis (Pinton et al., 1999; Chen et al., 2003; Garcia-
Mina et al.,, 2004) ou, ainda, pelo aumento da permeabilidade da membrana
plasmatica (MP), ja que as SH tém um conhecido efeito surfactante e sao,
portanto, capazes de dissolver a camada lipidica das membranas bioldgicas
(Visser, 1982). A formac&o de complexos de maior solubilidade com metais,
especialmente com o ferro, foi extensamente documentada, mas néo justifica, por
exemplo, os aumentos observados no enraizamento de plantas em ensaios de
curta duracao (algumas horas) em meios de cultivo axénicos e sem solugao
nutritiva (Vaughan & Malcolm, 1985). O aumento da permeabilidade das
membranas biologicas por meio da dissipacdo de potencial, provocado pela
abertura de furos nas camadas lipidicas, sem duvida, aumentam a sua

permeabilidade, porém com perdas na seletividade da barreira. Essa condigao €
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essencial para a homeostase celular, pois, apesar de facilitar a entrada dos ions
na célula, a saida é igualmente facilitada.

N&o é recente a idéia de que as SH podem atuar no metabolismo vegetal
da mesma forma como os hormdnios atuam, ou seja, mediante processos de
sinalizacdo molecular. Bottomley (1917) verificou intensa promocao de
crescimento com pequenas concentragdes de SH. Sistematicamente vem sendo
encontrada atividade hormonal em SH de baixa massa molecular (AF) (Pinton et
al., 1995, Pizziguello et al., 2001; Nardi et al., 2000), substédncias humicas
soluveis em agua (Quagiotti et al., 2004) e substéncias humicas extraidas com
acidos organicos (Nardi et al., 2005). Todos esses extratos representam fragdes
da matéria organica que, de acordo com a concepgao tradicional de estrutura
macromolecular, podem acessar a célula sem impedimentos devido ao
tamanho/massa molecular. No entanto, os efeitos fisiolégicos diretos de AH foram
reportados ha bastante tempo, incluindo evidéncias da absorcdao de AH pelas
células utilizando-se radioisétopos (Flaig, 1968; Kononova, 1982).

A primeira barreira biolégica na interface solugéo do solo - célula vegetal
€ a membrana plasmatica (MP), sendo essa, portanto, alvo primario da agao de
moléculas-sinais porventura presentes na solugéo do solo. As H'-ATPases tém
papel central no balango energético celular e na promog&o do enraizamento, uma
vez que fornecem energia (com a hidrolise de ATP—ADP + Pi + 3 a 5 mol de H)
para os transportadores de ions localizados na MP e gera o gradiente
eletroquimico responsavel pela polarizagdo da MP. A geracdo do gradiente
favorece termodinamicamente a absor¢cdo de ions e energiza o transporte
transmembranar (Sondergaard et al., 2004). Além disso, o abaixamento do pH
proporcionado pelo acimulo de H* no lado externo a célula providencia condi¢des
fisiolégicas 6timas para o funcionamento de enzimas do tipo hidrolases e fenol-
oxidases, enzimas com habilidade de romper liga¢cdes da parede celular. Além
dessas enzimas, as proteinas expansinas operam em pH < 4,5 e tornam a parede
celular mais flexivel com o rompimento das ligagdes hidrogénio (Cosgrove, 1998).
Desse modo, o bombeamento de H' para o meio externo, pela ag¢édo das
ATPases, proporciona pH 6timo para acdo de expansinas as quais relaxam a
parede celular. O relaxamento da parede celular e consequente diminuicdo do
potencial de parede (y,) e potencial hidrico (yn) dentro da célula favorecem a

entrada de agua e, portanto, o turgor celular (0 acumulo de ions no citoplasma
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deve ser compensado pelo aumento do volume da célula para atender o balango
de massa e carga) (Cosgrove, 2000). Esse mecanismo complexo e intrincado de
promoc&o do crescimento celular mediado pelas H*-ATPases é conhecido como
“teoria do crescimento acido” (Rayle & Cleland, 1992). As auxinas assumem papel
central nesse mecanismo, uma vez que promovem tanto a transcricdo de genes
codificando ATPases, quanto a ativacdo dessas proteinas (Rayle & Cleland,
1992).

Faganha et al. (2002) e Canellas et al. (2002) demonstraram que AH de
massa aparentemente elevada (pelo menos maior que 14 kDa) isolados de
vermicomposto apresentaram estimulos sobre a atividade de hidrélise e
transporte de H* das H'-ATPases de MP isoladas de raizes de plantas mono e
dicotileddneas. Esses autores observaram aumento na sintese de H'-ATPase
induzido por AH e postularam um mecanismo pds-transcripcional via ativagao de
genes Mha1 e Mha2, da mesma forma como as auxinas disparam a sintese das
H*-ATPases de MP em hipocoétilos de milho (Frias et al., 1996). Essa observagao
foi confirmada, mais tarde, por Quaggiotti e colaboradores (2004). Zandonadi
(2006), utilizando plantas mutantes de tomateiro (mutante diageotropica), que
possuem um gene formado pouco sensivel a auxina, obteve evidéncias
inequivocas de que os AH possuem uma atividade tipo auxinica.

O principal modelo vegetal para o estudo de processos fisioldgicos € a
Arabidopsis thaliana (Arabidopsis). Além de possuir um genoma reduzido, com
cinco cromossomos, seus estudos sao facilitados pelo ciclo curto e tamanho
reduzido (Somerville & Meuerowitz, 2002). Pretende-se, com este trabalho,
sugerir que uma pequena fragao soluvel da MO, devido as suas caracteristicas
quimicas, afeta marcadamente o comportamento quimico de solos altamente
intemperizados e que é capaz de estimular o enraizamento em plantas. Acredita-
se que a MO soluvel tem um papel fundamental para adaptacdo das plantas
nestes tipos de solos, seja modificando o comportamento das cargas, seja

interferindo diretamente no mecanismo bioquimico-fisiolégico das plantas.



18

3. MATERIAL E METODOS

Para testar a hipotese deste trabalho e atingir os objetivos propostos,

foram conduzidos quatro experimentos descritos a seguir:

3.1. Experimento 1: Eletroquimica de horizontes superficiais de Latossolos

antes e apos a extragao das SH

3.1.1. Coleta das amostras do horizonte superficial dos solos estudados

Sete perfis modais, cada um representado por um tipo distinto de
Latossolo, foram reconhecidos pela primeira vez pelo prof. Marcelo Nunes
Camargo e sua equipe e descritos posteriormente pelo Centro Nacional de
Pesquisa de Solos (Embrapa-CNPS 1980 & Embrapa-CNPS, 1999). Tendo em
mente a grande variabilidade e intensidade dos fatores da formag¢ao do solo que
podem refletir nas diferengas e nas caracteristicas mineraldgicas dos diferentes
Latossolos, foram realizadas amostragens dos horizontes superficiais ao longo de
2004, em diferentes regides do Brasil. Todas as amostras foram obtidas de corte

de estrada e na profundidade de 0-20 cm. Os solos selecionados foram:

Perfil 1 (LAe): LATOSSOLO AMARELO eutréfico tipico (Xanthic Hapludox;

Alumini-Xanthic Ferrasol). Relevo: plano; Vegetacao: Floresta tropical perenifélia;
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Textura: muito argilosa. Coordenadas geograficas: Latitude 21°45’ S e longitude
41°19' W Gr.

Perfil 2 (LBdf): LATOSSOLO BRUNO distroférrico rubrico (Haploperox; Alumi-
Haplic Ferrasol); Relevo: plano; Vegetacdo: Campo umido; Textura: muito

argilosa. Coordenadas geograficas: Latitude 28°30’ S e longitude 50°56° W Gr.

Perfil 3 (LVj): LATOSSOLO VERMELHO perférrico humico (Rhodic Humic
Hapludox; Dystry-Rhodic); Relevo: suave-ondulado; Vegetagdo: Cerrado
altimontano; Textura: argilosa. Coordenadas geograficas: Latitude: 20°04’ S e
longitude: 43°58" W Gr.

Perfil 4 (LVAd): LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO distréfico humico
(Sombrihumox; Humic Ferrasol); Relevo: Forte ondulado; Vegetagéo: Floresta
tropical perenifdlia; Textura: argilosa. Coordenadas geograficas: Latitude: 22°16° S
e longitude: 42°31° W Gr.

Perfil 5 (LVwf): LATOSSOLO VERMELHO Acriférrico tipico, (Rhodustalf; Rhodic
Ferrasol); Relevo: Suave ondulado; Vegetacao: Floresta subperenifélia; Textura:
muito argilosa. Coordenadas geograficas: Latitude: 28°17’ S e longitude: 54°15’ W
Gr.

Perfil 6 (LVAdf): LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO distroférrico tipico
(Hapludox; Dystry-Haplic Ferrasol); Relevo: Forte ondulado; Vegetacéo: Floresta
subperenifdlia; Textura: argilosa. Coordenadas geograficas: Latitude: 22°31’ S e
longitude: 43°43’ W Gir.

Perfil 7 (LVd): LATOSSOLO VERMELHO distrofico tipico (Rhodic Hapludox;
Dystry-Rhodic Ferrasol); Relevo: plano; Vegetagcdo: Cerrado subcaducifolio;
Textura: muito argilosa. Coordenadas geograficas: Latitude: 15°47’ S e longitude:
47°55’° W Gr.

Com excecdo dos perfis 1 e 5, todos os outros foram previamente
estudados por Barreto (1986). Os principais atributos quimicos dos solos s&o

mostrados no Quadro 11 em anexo.
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PT (LVd)
Brasila - OF

P3 (LVj)
Mawa Lima - MG

P1 {LAe}
Campos dos Goytacazes - RJ

P4 (LVAd)
Mova Friburgo - RJ
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Mendes - FJ

P2 (LBdf)
“Yacaria - RS

P3 (LVwf)
Santo Angelo - RS

Figura 2: Representacédo esquematica da area de Latossolos no Brasil de acordo
com IBGE (2006) e os locais de coleta dos sete perfis de Latossolos
estudados.

3.1.2. Mineralogia da fragao argila

A composi¢cao mineraldgica foi obtida a partir da analise dos termogramas
e difratogramas de raios-x da fragao argila realizada em outros estudos. Os dados
dos perfis 2, 3, 4, 6 e 7 foram obtidos de Barreto (1986), do perfil 1 de Anjos
(1985) e perfil 5 de Rodrigues & Klant (1978). Assumiu-se que a composi¢ao

mineralégica do horizonte A é a mesma do B.

3.1.3. Composigao granulométrica dos Latossolos

A determinagdo da composigdo granulométrica foi obtida pelo método da
pipeta conforme EMBRAPA CNPS (1997).

3.1.4. Area superficial do solo

A superficie especifica foi obtida em amostras de solo, antes e depois da
remocao das SH, pulverizadas em particulas menores que 35 mm. A equacéao de
BET (Greg & Sing, 1982) foi usada para avaliar a adsorgdo do N, usando-se

equipamento automatizado Micrometrics (Londonberry, USA).
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3.1.5. Determinacgao das propriedades eletroquimicas

O pH foi determinado em agua e em KCI 1 mol L', com relacéo
solo:solugao igual a 1:2,5 (v/v); O ponto de carga liquida protonica zero (PCLPZ)
aqui considerado como ponto de carga zero (PCZ) foi obtido por meio de curvas
de titulacdo potenciométrica (Uehara & Gillmam, 1981) desenvolvidas em
solucdes de cloreto de sédio com diferentes concentragdes (Figura 3). A CTC foi
obtida pelo método do acetato de calcio e aménio 0,5 mol L™ a pH 7,0. A
capacidade da dupla camada elétrica (CDCE) considerada como o poder tampéo
de cargas do solo (Barreto, 1986), foi calculada de acordo com Pérez et al. (1993)
a partir da curva de titulacido potenciométrica de concentragao de NaCl 0,02 mol
L™, aproveitando-se o grafico utilizado para determinar o PCZ pelo método dos
catetos (Barreto, 1986).

3.1.6. Fracionamento da matéria organica

Foi realizado o fracionamento da matéria organica pelo método
recomendado pela IHSS com pré-tratamento da amostra com HCI 0,1 mol L™ e
uso de NaOH 0,1 mol L' como solvente. A dosagem de carbono nas fragdes foi
realizada em trés réplicas de laboratério por amostra, utilizando-se dicromato de
potassio como oxidante e sulfato ferroso amoniacal para determinar o equivalente

em carbono em cada fragao (Yeomans & Bremner, 1988).
3.1.7. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio de correlagdes nao
paramétricas em virtude dos dados das propriedades eletroquimicas nao
apresentarem distribuicdo normal. Os coeficientes de Sperman e Kendall foram
utilizados para avaliar as relagdes entre a CDCE e as variaveis eletroquimicas do
solo: CTC, Ki, potencial de superficie (¥,), carga liquida (&,), pHH2O, pHKCI, ApH
(pHKCI - pHH2O) e o conteudo total de C nas fragbes humificadas dos sete
Latossolos estudados. Em seguida, realizou-se o mesmo procedimento para
observar as correlagées entre a CDCE, depois da extragdo da matéria organica

alcalino soluivel.
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Figura 3. Curvas de titulagdo potenciométrica das amostras do horizonte
superficial dos Latossolos estudados antes (A) e depois (D) da
extragdo das substancias humicas de acordo com a metodologia da
IHSS. As curvas foram obtidas utilizando-se NaCl nas concentragoes
de 0,002; 0,02 e 0,2 mol L™.
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3.2. Experimento 2: Caracterizagcao das SH soluveis e do extrato hexéanico-

metandlico
3.2.1. Extragcao das SH das amostras de solo

A extragdo das substancias humicas alcalino-soluveis provenientes dos
Latossolos estudados foi realizada com NaOH 0,1 mol L™, na razdo solvente: solo
de 1:10 (v:v) em atmosfera inerte de N,. A extragao foi repetida até a obtencao de
um extrato com absorbancia igual a zero em 250 e 465 nm. Foram necessarios,
em média, 5 extracbes da matéria organica. A separagao dos AH foi conseguida
com o abaixamento do pH da solugdo até 1,0 com HCI 6 mol L. A redissolugao e
precipitacdo foi repetida trés vezes. Em seguida, foram adicionados 200 mL de
solugédo aquosa diluida de HF e HCI (preparada com 5 mL de HCI concentrado e
5 mL de HF concentrado, sendo o volume da solugao completado para 1 L com
agua deionizada), agitando-se a amostra durante oito horas. Os AH foram lavados
com agua deionizada até teste negativo com AgNOs;. Em seguida, os AH foram
dializados contra dgua em membranas com poros de 14 kDa e secos por
liofilizagcdo. O sobrenadante produzido com a acidificagdo do meio alcalino foi
colocado numa coluna preenchida com resina XAD-8 (36 g mL™" de solugéo). A
coluna foi lavada com dois volumes de agua destilada e os AF, retidos na coluna,
foram eluidos com uma solucdo de NaOH 0,1 mol L. Em seguida, a solugdo
alcalina contendo AF foi eluida numa coluna preenchida com resina trocadora de
cations Amberlite IAR 120 H* e dializada contra 4gua em membranas com poros
de 700 Da. O residuo de solo apds extragdo alcalina (humina) foi lavado e
colocado num aparelho Soxhlet, utilizando-se uma mistura de metanol e hexano
(1:1 v/v). O solvente foi sucessivamente trocado até a obtengdo de um extrato
incolor, sendo, em seguida, eliminado a baixa temperatura com uso de um
evaporador rotativo, e o extrato seco denominado Exthmet (extrato hexanico-

metandlico).

3.2.2. Determinagdo da acidez de acidos humicos e fulvicos por titulagao

potenciométrica

As solugdes aquosas experimentais foram preparadas com agua ultrapura

fervidas e tituladas com NaOH isenta de CO, a temperatura ambiente. A
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atmosfera inerte foi mantida com N; numa pressdao levemente acima da
atmosférica. Amostras de 50 mg L™ de acidos huimicos e fulvicos foram tituladas
com NaOH 0,1 mol L™ até pH 11. A forca idnica foi mantida constante com NaCl
0,01 mol L. Os resultados foram tratados com o programa Origin para obtengao

das curvas de derivagéo.
3.2.3. Caracterizagao das SH soluveis

A composicdo elementar foi realizada em analisador elementar
automatico Perkin Elmer 2400 com amostras de 4 mg de AH e AF em duplicata. O
conteudo de oxigénio foi determinado por diferenga, descontado os teores de
cinzas e de umidade obtidos com a analise termogravimétrica. As curvas de
termodecomposi¢cdo das amostras de AH e AF foram obtidas num analisador
termogravimétrico TGA-50 Shimadzu, utilizando-se amostras de 5,3 £ 0,1 mg, em
ambiente estatico ao ar. A massa inicial foi estabilizada a 30°C e utilizou-se a
rampa de aquecimento de 5°C min™' até 105°C com um tempo de espera de 10
mim, seguido de aquecimento a 5°C min™ até 650°C, ou até 600°C quando
detectado o final da queima pela estabilizacdo da massa do residuo. A curva de
termodecomposicéo foi obtida por interface com microcomputador utilizando-se o
programa TA-50 WSI, a uma razdo de um ponto a cada 10 s, num total de 800
pontos por curva. A perda de peso até 105°C, incluido o tempo de espera, foi
considerada como umidade da amostra. O residuo ao final da queima foi
considerado como igual ao teor de cinzas.

A acidez total também foi determinada pelo método do Ba(OH), com
titulagado do excesso com HCI, a acidez carboxilica pelo tratamento com Ca(OAc);
e determinacdo do Ac liberado com NaOH e a fendlica por diferenca, i.e. acidez
total - carboxilica de acordo com método de Schnitzer & Gupta (1965).

A titulagdo redox das amostras de AH e AF foi realizada sob atmosfera de
Argbnio (Ar), numa suspensao aquosa a temperatura ambiente (25°C, controlada
por fluxo continuo em banho MQBTC 99-20®), por meio da oxidacdo com l,. O
frasco de titulagdo acomodou um eletrodo redox de platina (Quimis QA338) cujo
funcionamento foi verificado com solucao Ferroso-Férrica, que, a 25°C, apresenta
En = 439 mV (Light, 1972), um tubo de entrada de gas e um septo para adicionar

a solugao de |, através de microbureta e um agitador magnético. Cada titulacéao
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redox foi realizada com meio contendo 125 mL de tamp3ao fosfato (0,05 mol L") e
KCI 0,1 mol L. O pH da solugdo foi monitorado durante a titulagdo. Apds a
solugédo ter sido purgada com Ar e agitada magneticamente por 60 minutos,
adicionou-se AH e AF na concentragéo de 50 mg L™ e a suspensao foi novamente
borbulhada com Ar e agitada por 30 minutos. Depois de desaerada a suspensao
de AH e AF, procedeu-se uma sequéncia de adigdo de 2 uL de solucéo de I, com
concentracdo estabelecida antes de cada titulagdo pela padronizagcdo com
tiossulfato (Na,S,03.5H,0). Apds cada adigao de titulante, para facilitar a mistura,
a solugado foi agitada magneticamente. O ponto de equivaléncia da curva foi
ajustada para Ey (mV) em fungdo da quantidade crescente de redutor no sistema
(uL de I2), O ponto de inflexdo da curva foi arbitrado como o calculado pela
segunda derivada da equagéo ajustada com ajuda do software Origin® e que
aplicada & formula [molc. kg™ = (2 mol¢/mol; 1) x (molalidade solugéo I, x densidade
solugao l;)/massa AH ou AF] fornece o numero de moles de carga transferidos
por unidade de massa de AH e AF (mol. kg™) definido como a capacidade de
oxidagao (Cox) de cada AH e AF.

A espectroscopia na regiao do infravermelho das SH soluveis foi realizada
na faixa de 400 cm™ a 4000 cm™, utilizando-se pastilhas com 1 mg de SH solGveis
em 100 mg de KBr, num aparelho Perkin ElImer 1420.

A intensidade de fluorescéncia foi obtida em solucdo aquosa de AH e AF
na concentragcdo de 50 mg L™ equilibrada a 25°C e pH = 8. Utilizou-se um
espectrofotdbmetro Hitachi F-4500 e as condi¢cbes experimentais utilizadas foram
as mesmas indicadas por Milori et al. (2002).

A massa molar média das SH foi estimada a partir do absortividade molar
em 280 nm (g280) de acordo com o procedimento de Ching et al. (1994). Pela
equacao MM= 3,99 €55, + 450, foram obtidos correlagdes elevadas com o uso
dessa equacdo com a distribuicdo média da massa molecular das SH por
cromatografia por exclusdo de tamanho ou por sedimentometria por
ultracentrifugacéo e com o grau de aromaticidade obtido por RMN (Ching et al.,
1994).

Os espectros de RMN "H ('H: 300 MHz) foram obtidos com aparelho
Varian com probe de 5 mm. As amostras foram dissolvidas em 0,7 ml de

NaOD/D,0 0,1 mol L™ e o espectro foi obtido com a saturacdo do sinal de agua. A
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varredura do espectro foi de 4800 Hz e obtidos 64 scans por espectro com tempo

de aquisicédo de 3,6 s e delay de 0,5 s.
3.2.4. Caracterizagao do extrato hexanico-metandlico (Extimet)

A composicao elementar foi realizada em analisador elementar
automatico Perkin Elmer 2400 em amostras de 4 mg do Extymet em duplicata e a
espectroscopia na regido do infravermelho do Extymet realizada na faixa de 400
cm™ a 4000 cm™, utilizando-se pastilhas com 1 mg do extrato em 100 mg de KBr,

num aparelho Perkin Elmer 1420.

3.3. Experimento 3: Promogao do crescimento radicular de Arabidopsis
thaliana por SH soluveis e pelo Extimet isolados de diferentes Latossolos

brasileiros
3.3.1. Ensaio de concentragao das SH soluveis (AH e AF) e do Exthmet

Para o estudo com Arabidopsis thaliana, foi obtida uma curva de resposta
a densidade de raizes laterais, utilizando-se as concentragdes de 0, 3, 30 e 300
mg de SH soluveis e do Exthmet por litro. Em fungdo do numero elevado de raizes
laterais muito finas na dose de otima concentragdao, optou-se por utilizar
concentragéo correspondente a 50-80% do valor obtido no ponto de inflexdo
maxima pela primeira derivagao da curva. Esses valores corresponderam a 40 e
100 mg L™ para AH e AF, respectivamente. Para o extrato hexanico-metandlico
(regressdo quadratica ndo significativa) optou-se por utilizar 100 mg L™ em funcéo
do baixo rendimento de extracdo. Paralelamente, foi conduzido um ensaio com
tratamento das plantulas de Arabidopsis usando-se o mesmo sistema de cultivo,
porém adicionando acido indol acético (AlIA, Sigma Aldrich Co.) na concentragao
de 10° mol L', concentracdo esta rotineiramente utilizada para ensaios com
Arabidopsis (Parry & Esttele, 2006).

Apdés o procedimento da analise de regressdo, foram estabelecidos
procedimentos para os ensaios com finalidade de comparacao entre os tipos de
AH, AF e Extpmet.
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3.3.2 Crescimento das plantulas (Arabidopsis thaliana)

Sementes de Arabidopsis thaliana ecotipo columbia 4 (co4), foram
esterilizadas com imersdo em etanol 95% (v/v) por 5 min seguida de imersao em
NaClO 20% por mais 7 min. Apos cinco lavagens com &gua destilada, foi
realizada a semeadura em placas de plastico posicionadas verticalmente
suportando uma camada de papel de filtro e outra de tecido sintético de malha
fina (poliprint). A estrutura de cultivo permaneceu aberta tanto na parte superior
como na inferior e coberta com plastico preto para evitar a passagem de luz as
raizes. Apos a semeadura, as placas foram colocadas por 24 h a 8°C no escuro e,
em seguida, transferidas para sala de cultivo com as seguintes condi¢des: 25°C,

1 de densidade de fluxo de fotons fotossintéticos e 14 h de

90 umol m? s
fotoperiodo. O sistema de cultivo consistiu em inserir as placas contendo as
plantulas pré-germinadas num reservatério com agua nos primeiros cinco dias.
Apos 5 dias de germinacao, foi realizado o desbaste das plantulas nas placas
deixando-se quatro plantas por placa e a aplicacdo da solugcdo completa de
Hoogland modificada para concentragao final de N igual a 1 mmol L™ (Forde &
Zhang, 1998). Foram adicionados 4 mL da solugdo de SH soluveis e do Exthmet
por placa nas concentragdes utilizadas nos ensaios. No tratamento controle,
foram aplicados somente 4 mL de agua deionizada. Apos a aplicagdo dos
tratamentos, as placas foram inseridas no reservatério mantido com agua por 48
horas e, em seguida, foi adicionada a solugdo nutritiva. Duas semanas apdés
aplicagao dos tratamentos, as placas foram coradas com azul de toluidina (0,05%)
e escaneadas (resolucdo de 1200 d.p.i) para analise radicular por meio do
processamento eletrdbnico das imagens. Foram consideradas, na analise, duas
plantas por placa correspondente as plantas da posi¢cao central de cada placa. A
avaliagcdo na mudancga da arquitetura radicular foi realizada por meio da analise
do numero de raizes laterais, comprimento das raizes laterais, comprimento da

raiz principal e densidade de raizes laterais.

3.3.3. Delineamento experimental e analise estatistica

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente ao acaso com

quatro placas e duas plantas por placa (4 x 2 = 8 plantas por tratamento). Foi
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realizada a analise da variancia e as médias foram comparadas pelo teste DMS
P<0,05 pelo programa SAEG (Sistema de analises estatisticas e genéticas) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Para comparacdo do efeito entre AH, AF e 0 Exnmet, @s médias obtidas
com a concentragdo 6tima das diferentes substancias humicas soluveis e dos
Exthmet, foram normalizadas em relagéo as plantas-controle (0 %) e estabelecidas

as comparagdes com o tratamento com adi¢ao de AlA 10 mol L.

3.4. Experimento 4: Desenvolvimento radicular de tomateiro diageotropica

por acidos humicos

O mutante dgt de tomateiro (Lycopersicon esculentum) é, praticamente,
insensivel & auxina. E uma planta ana, com crescimento diageotropico de caules
e raizes, sendo essas nao ramificadas (Kelly & Bradford, 1986). Essa mutacéao foi
introgredida na cultivar Micro-Tom, passando, assim, a ter porte e ciclo de vida
reduzidos, além das caracteristicas inerentes a mutagdo (Pino-Nunes, 2005).
Portanto, o micro-dgt constitui o0 modelo ideal para a comprovagao de atividade
auxinica ou n&do. Desse modo, se substancias que possuem respostas ligadas a
auxina (e.g. enraizamento) comprovadas em plantas ndo mutantes falharem em
induzir a mesma resposta em dgt, essa pode ser uma indicagdo de que tal

substancia age como auxina.
3.4.1. Crescimento das plantulas (Tomateiro Diageotropica)

Sementes do mutante dgt foram esterilizadas com solugdo comercial de
NaClO 30% por 15 minutos, sob agitacdo. Essas sementes foram lavadas com
agua destilada e estéril em capela de fluxo laminar e inoculadas em meio de
cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), com metade da concentragdo dos
macronutrientes, 3% de sacarose e 0,8% de agar. Apds a germinacéo (5 dias), as
plantulas foram transferidas para placas de Petri contendo meio MS
suplementado com 40 mg L de AH extraido do Latossolo Amarelo eutréfico
(LAe), Latossolo Vermelho distrofico (LVd) e Latossolo Vermelho-Amarelo
distrofico (LVAd). Para o controle, ndo foi adicionado AH ao meio de cultura. As

placas foram incubadas em sala de luz com fotoperiodo de 16 horas, na vertical,
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durante 10 dias. Apds esse periodo, foi avaliado o numero de raizes laterais

emergidas.
3.4.2. Delineamento experimental e analise estatistica
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC)

com 10 repeticbes por tratamento. Foi realizada a analise da variancia e as

médias foram comparadas pelo teste DMS P<0,05 pelo programa SAEG da UFV.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Experimento 1: Eletroquimica de horizontes superficiais de Latossolos

antes e apos a extragao das SH

Houve grande variabilidade dos Latossolos tanto nas propriedades
eletroquimicas e no conteudo de carbono quanto nas fragbes humificadas da MO.
Essa variagdo esta em conformidade com a diversidade das caracteristicas
quimicas, mineraldgicas e granulométricas dos solos (Quadro 1). No Quadro 2 é
mostrada a percetagem de reducédo do carbono, CTC, area superficial e argila
apods o processo de extracdo das substancias humicas.

A maior parte da MO dos Latossolos estudados foi constituida pela fragéo
humificada, que representou de 67 a 93% do carbono no solo (Quadro 3). A maior
fracao foi a residual, ndo solubilizada, ou seja, a fragdo humina (H), seguida por
AF e AH, conferindo aos solos relagdo CAH/CAF valores menores do que 1,0.
Dabin (1981), Ortega (1982) e Canellas et al. (2000) encontraram a humina como
principal fracdo orgénica de solos, e que tanto a intensa mineralizagdo dos
residuos, como restricbes edaficas a atividade bioldgica, tornaram os valores da
relacdo CAH/CAF menores do que 1,0. O aumento do conteudo de matéria
humica soluvel mais condensada pode ser entendido como decorréncia do
favorecimento das reagdes de humificagcdo. Solos de elevada fertilidade natural,
ou seja, com CTC e conteudo de bases elevados apresentam normalmente

relacdo CAH/CAF mais elevadas (Kononova, 1982; Stevenson, 1994). Praticas de
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manejo e conservagao da matéria organica do solo favorecem também acumulo
de AH no solo (Canellas et al., 2003).

Somente uma pequena parte, entre 1 e 3% do carbono, foi solubilizada
pelo NaOH 0,1 mol L. A extracdo da matéria organica pela base forte diluida
ocorre devido a ionizacdo de grupamentos acidos suficientes para receber
elétrons da base forte. A baixa capacidade de extragdo € compativel com a forte
adsorgao especifica de grupamentos funcionais oxigenados das SH com ions Al
ou Fe da superficie, de acordo com mecanismo da troca de ligantes descrito por
Gu et al. (1994) e Kaiser & Zech (1999).

Nao foi observada correlagao significativa entre o conteudo de argila ou
de carbono no solo e o conteudo de matéria humica solubilizada. No entanto, a
correlagdo entre a composi¢cao mineralégica (avaliada indiretamente pelo indice

Ki) e o conteudo de SH soluveis foi significativa.

Quadro 1. Granulometria, indice de intemperismo (ki), composigéo
mineralégica e area superficial dos horizontes superficiais dos
Latossolos estudados

Composicao

Solos Areia Silte Argila Ki" mineralégica da fragdo Area
argila™*

g kg’ - - ™o e
TFSA®? argila
LAe 600 20 380 2,1 K>>> Gt 163 545
LBdf 50 230 720 1,8 K>>Va>> G > Gt 96 134
LVj 430 290 280 0,1 Ht>> G > Gt 183 382
LVAd 350 160 490 0,7 K>> Gt 106 132
LVwf 130 250 620 2,0 K> Gt>G 158 255
LVAdf 400 110 490 1,5 K>>Gt>G>Ht 162 323
Lvd 140 110 750 1,6 G>K>Ht>Gt 98 218

** K: caulinita; G: gibbsita; Gt: goetita; Ht: hematita; Va: vermiculita aluminosa. Valores extraidos de

Barreto (1986); Anjos (1985) e Rodrigues & Klant (1978).
().
Si0, %

i__ 60
KI=21,0,%

102

@ TFSA: Terra fina seca ao ar
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Quadro 2. Percentagem de reducdo do carbono, capacidade de troca de
cations, argila e area superficial apds o processo de extragao
das substancias htiimicas com NaOH 0,1 mol L™

Latossolos C CTC Argila % area
% TFSA* Argila**

LAe 2,6 52 2 33 33
LBdf 1,5 45 2 29 28
LVj 0,9 13 1 36 36
LVAd 1,4 50 14 76 72
LVwf 3,2 66 3 8 11
LVAdf 1,8 32 2 12 10
Lvd 1,9 20 1 28 29

* percentagem da area reduzida em m? g'1 de TFSA.

** percentagem da area reduzida em m? g'1 de argila.

Quadro 3. Fracionamento da matéria organica humificada das amostras do horizonte
superficial dos sete Latossolos estudados

Latossolos C CAF CAH CH CAH/CAF [(AH+AF)/H]x100" [(AH+AF+H)/C]x100?
- g.kg” solo - % %
8,6 0,1 0,09 6,6
LAe 0,9 3,4 79

100% 1,5% 1,0% 76,9%
43,0 0,6 0,05 33,2

LBdf 0,08 2,0 79
100% 1,5% 01% 77,3%
128 01 0,02 8,5

LVj 0,2 1,5 67
100% 0,8% 02% 66,5%
295 03 008 269

LVAd 0,3 1,5 93
100% 11% 03% 91,3%
10,7 03 0,06 7,2

LVwf 0,2 4,7 70
100% 2,6% 0,6% 67,4%
125 02 0,06 8,4

LVAdf 0,3 2,6 69

100% 1,3% 05% 66,9%

25,4 0.4 0,07 19,8
Lvd 0,2 2,4 80
100% 16% 03% 77,8%

C: carbono total; Car: C na fragao acidos fulvicos; Can: C na fragédo acidos humicos; Cn: C na fragdo huminas;
Can/Car razao entre o contetdo de C na fragdo acidos humicos pela fragdo acidos fulvicos; M proporgéo de

matéria humica soluvel em relagdo a insoluvel; @ proporgéo de matéria organica humificada no solo.
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Nos solos de natureza oxidica, foi menor a quantidade de matéria
organica solubilizada que nos solos de natureza caulinitica. Mais do que a
quantidade de argila, o tipo de argila parece determinar a quantidade de acidos
fulvicos e acidos humicos possiveis de serem extraidos desses Latossolos.

Mendoncga & Rowell (1996) observaram em Latossolos argilosos, que o
principal componente organico responsavel pela carga foi a fragao acidos fulvicos.
Foi sugerido um bloqueio do sitio de carga da fragdo mineral pela interagdo com o
ligante fulvico, impedindo a evolugdo da matéria organica com a formagao desses
complexos. Em solos mais arenosos, a fracdo acidos humicos passa a ter
relevancia no componente de carga uma vez que seu teor € maior. Resultados
similares foram obtidos por Dabin (1981) em solos altamente intemperizados da
Africa, e por Volkoff et al. (1984), que estudaram a distribuicdo das fracdes
humificadas em fungdo da mineralogia de solos do sudeste brasileiro. Mendonga
(1995) promoveu oxidagdo da matéria organica de dois Latossolos usando
quantidade diferente de peroxido de hidrogénio e verificou uma liberagéo
significativa de Al tanto da forma iénica como na forma fortemente complexada
para a solugdo. Essa liberagdo, de acordo com Mendonga (1995), ocorreu em
dois estagios: num primeiro com a oxidagcdo da matéria organica labil e num
segundo a com a oxidacdo da matéria organica fortemente complexada. Esse
mecanismo é indicativo da presenga de varios sitios de troca de ligantes,
responsaveis pela complexacao e estabilizagcao dos AF.

O procedimento de extragdo da matéria organica removeu um conteudo
baixo de argila. Foi perdido, em média, cerca de 1,5% de argila, excegéo para o
Latossolo Vermelho Amarelo distrofico, do qual foram removidos cerca de 14% da
argila (Quadro 2). Essa baixa remogdo da argila estda de consonancia com o
elevado grau de floculagdo das argilas dos Latossolos, fenbmeno que ocorre
naturalmente e € uma caracteristica do processo de latossolizagdo (Resende et
al., 1997).

Foi observada uma perda média de 30% da éarea superficial apdés o
procedimento de extracdo, com uma grande variagao entre os tipos de solo, entre
8 a 76% (Quadro 2). Nao houve correlagdo significativa entre conteudo removido
de C e a diminuicao da area superficial (% C decréscimo na area superficial = %C
removido x (-15,79) + 61,15; R?=0,28"). Os compostos organicos humificados

nao participam do fendmeno de adsorcgao fisica de N, devido a baixa temperatura
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utilizada para realizacdo da isoterma (77 K), que impde uma energia cinética
baixa as moléculas e restringe a difusdo de N2 na superficie humificada (Alvarez-
Puebla et al., 2005 e De Jonge 2000). Tanto Alvarez-Puebla et al. (2005) como
De Jonge (2000) observaram uma area superficial desprezivel para substancias
de natureza humica (AH e AF) da ordem de menos de 1 até 4 m? por g de matéria
huamica, quando utilizado o método de adsorcao de Na.

A retirada de menos de 3% do C total promove elevagcdo do PCZ (Quadro
4) a valores bem préximos dos observados por outros autores para os minerais
isolados (Sposito, 1989). Assim, nos Latossolos de natureza oxidica, o PCZ que
se encontrava na faixa de 4,0-5,0 passou para 9,3-9,5 enquanto que, nos de
natureza caulinitica, a mudancga foi de 4,1 para 5,7 (Figura 3). O fenbmeno da
adsorcao da matéria orgénica a superficie mineral promove a queda no valor do
PCZ. Siqueira et al. (1990) verificaram que essa queda foi linear para os
Latossolos de natureza oxidica e quadratica para os de natureza caulinitica.
Benites & Mendonga (1998) adicionaram quantidades crescentes de acidos
hamicos num Latossolo com mineralogia predominantemente gibbsitica e
observaram a queda linear no PESN do solo. O valor do PCZ passou de 5,65
para 5,10 com a adi¢cdo de uma dose equivalente a 60 Mg de AH ha™.

Tanto Siqueira et al. (1990) como Benites & Mendonga (1998)
observaram a queda nos valores de PCZ nos Latossolos com adicido de
quantidades muito elevadas de matéria organica. No presente trabalho, foi
verificado que a retirada de pequena quantidade de matéria organica soluvel
promove uma elevagdo muito mais dramatica no PCZ do que a adi¢cédo de grandes
quantidades de matéria organica. Presume-se que o componente de carga seja
bastante sensivel aos fendmenos de degradagdo da matéria organica em solos
tropicais e que a acentuada oxidacdo, além de liberar formas ativas de AI** como
observou Mendonga (1995), possa reverter a carga das superficies sélidas dos
solos altamente intemperizados.

Os valores de ApH nao foram revertidos com a extragdo da MO
humificada e nao foram correlacionados com a quantidade de C removido. No
entanto, o potencial de superficie sofreu modificagdes significativas, tanto em
magnitude como no seu sinal. Apds a retirada da matéria orgénica soluvel, ocorre,
para os solos LVj, LVd, LVAdf, LVwf e LBdf a reversdo do W, negativo para

valores positivos.
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Quadro 4. Propriedades eletroquimicas do horizonte superficial antes (A) e depois (D)
da extragdo de &cidos humicos e acidos fulvicos com NaOH 0,1 mol L™
Capacidade da dupla camada elétrica (CDCE), carga elétrica a uma unidade
de pH acima do ponto de carga zero (pHpcz+1) € valores de PCZ e
capacidade de troca de cations (CTC) a pH 7 nas amostras de horizonte A
antes (A) e depois (D) da extragdo das substancias humicas. A CDCE foi
calculado pelo método do cateto na curva de titulacdo com concentracéo de
0,02 mol L' de NaCl. A CTC foi obtida pelo método do acetato de aménio. O
potencial de superficie (Vo) foi estimado pela equagéao Wy=59,1(PCZ-pH)

(1)0' no
Latossolos Tratamento CDCE PCZ pHH,O pHKCI ApH CTC Y,
PHppcz+1)
4 2 cmol. kg 4
- - (MC V" cm™) y - - - - (cmolkg’) (mV)
argila
A 4,8 0,2 4,1 51 42 -0,9 3,2 -59
LAe
D 14,8 0,3 5,2 6,4 44 20 1,5 -71
A 62,2 5,1 5,8 6,1 42 19 8,6 -18
LBdf
D 382,1 22,4 9,6 6,5 46  -1,9 4,8 183
LVi A 15,4 3,6 4,0 5,8 4,8 -1,0 21 -106
! D 271,9 40,7 9,3 7,6 6,6 -1,0 1,9 100
A 30,4 6,0 4,9 52 4.4 -0,8 3,0 -18
LVAd
D 63,8 11,4 57 6,3 4,7 -1,6 1,5 -36
A 17,4 2,7 5,2 6,8 59 -0,9 7,4 -95
LVwf
D 84,6 14,9 9,1 7,0 6,2 -08 2,5 124
A 20,4 2,7 51 5,3 45 -0,8 6,5 -12
LVAdf
D 299,6 11,4 9,2 7,0 53 17 4,4 130
LVd A 22,6 1.8 50 51 4,6 -0,5 5,2 -6
D 270,4 15,7 9,5 5,2 49 03 4,2 254

MDA carga elétrica foi transformada em cmolc kg argila'1 baseado no conteudo de argila das amostras antes e

depois da extracado da matéria organica.
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Ja com os Latossolos LVAd e LAe de natureza caulinitica o Yo
permaneceu negativo mesmo apds o procedimento de extragdo, visto que os
valores de PCZ ndo aumentaram tanto como no caso dos demais Latossolos.

Foi observada reducao bastante expressiva na CTC dos solos apds a
extracdo da matéria organica. A perda de 1% de C na matéria organica
humificada soluvel representou uma queda média de 21% na CTC do solo
(R?=0,67**). A quantidade elevada de cmols de H* por massa (kg) de &cidos
huamicos ou de acidos fulvicos observada (Figura 3 e Quadro 5) justifica essa
queda drastica na CTC com a perda da matéria organica humificada soluvel. A
acidez total dos acidos huimicos variou de 1314 a 1940 cmol H* kg™ e a de acidos
fulvicos de 1338 a 2527 cmols H* kg™ AF (Quadro 5). Considerou-se que a curva
foi resultado da simples ionizagdo de grupos CO;H e OH, desconsiderando a
possivel geragdo de carbocations pelo ataque eletrofilico de ligagdes duplas

insaturadas pelo HCI em valores de pH abaixo de 2,0 (Stevenson, 1994).

Quadro 5. Acidez total e sistemas tampéo presentes nas substancias humicas

soluveis
- P -
Latossolos ?;céd;: E;t?)l N dt:l:]':;imas pKa; pKa, pKa; pKa; pKas
- AH - -
LAe 1521 2 - - 54 7,6 -
LBdf 1393 3 - - 58 75 9,6
LVj 1940 5 32 42 57 7,7 94
LVAd 1370 1 - - 5,8 - -
LVwf 1525 3 31 42 56 - -
LVAdf 1314 5 33 46 59 74 95
Lvd 1701 4 - 44 55 76 96
- AF - -
LAe 1563 2 - - 5,8 - 9,6
LBdf 1338 3 - 42 57 1,7 -
LVj 2527 4 33 4,6 - 76 9,6
LVAd 1945 2 - 43 52 - -
LVwf 1806 2 - 4,6 - - 9,4
LVAdf 1907 3 32 44 54 - -
Lvd 1298 3 31 46 59 - -

As SH apresentaram capacidade tampéo diferente entre si e foi possivel
observar a presenga de varios grupos funcionais reativos incluindo acidos
carboxilicos e fendlicos com diferentes valores de pKa (Figura 4 e Quadro 5).

Além da quantidade de H* o nimero de nimero de sistemas tampao definidos por
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unidades moleculares capazes de se dissociarem em valores diferentes de pH,
afeta a capacidade de tampado acido-base do solo, ou seja, solos com maior
numero de sistemas tampao, tendem a apresentar maior resisténcia a variacdo da
carga (Garcia-Gil et al., 2004).

A CDCE foi a propriedade eletroquimica modificada em maior grau pelo
procedimento de extracdo. Verificou-se um incremento de 3 a 15 vezes com a
retirada da MO. Latossolos de natureza oxidica tiveram incremento da CDCE
quase oito vezes maiores do que os Latossolos de natureza caulinitica. A CDCE é
uma medida indireta do tamponamento das cargas na superficie e depende da
area de superficie, do conteudo de cargas e do numero de sistemas tampéo
envolvidos. Os sistemas tampao das superficies cauliniticas e oxidicas sao
bastante simples e dependem da protonocao e deprotonagao de OH associados a
Fe e Al Notou-se, de um modo geral, para os AF e AH estudados um
comportamento de acidos fracos polipréticos, como observado por Schnitzer &
Khan (1978). AF e AH isolados de Latossolos de natureza oxidica apresentaram
numero maior de sistemas tampao, do que os de natureza caulinitica tanto na
faixa acida, como na faixa basica (Quadro 5 e Figura 5). A retirada de SH
interrompe essa sequéncia de tampé&o de carga, e a variagdo da carga aumenta
muito em relac&o a variacdo de uma unidade de pH. Foi observada relagdo linear
entre 0 numero de sistemas tampao nas substéncias humicas (AH+AF) e o
aumento da CDEC com a retirada da matéria organica (y = 0,0034x + 3,3629; R?
= 0,95™). Foi observado ainda um numero maior de sistemas tampao nos AH do
que nos AF, compativel com a maior heterogeneidade estrutural dos AH.
Mendonga et al. (2006), por meio de curvas de titulagdo, observaram que a fragado
organica foi a principal responsavel pelo poder tampao de Latossolos e, que a
fracdo acidos humicos foi mais importante do que a fulvica para a capacidade
tampao do solo medida com NaOH.

Com este experimento foi possivel observar que o sistema de
tamponamento de cargas do solo é altamente dependente da pequena
concentracdo das SH alcalino soluveis. A MO humificada insoluvel pode ter
capacidade para recobrir a superficie soélida mineral, mas o tamponamento das
propriedades eletroquimicas do conjunto organomineral que forma a superficie

sélida é dirigido pela presenca de uma pequena fragao alcalino soluvel.
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Figura4. Curvas de titulagdo potenciométrica (NaOH 0,1 mol
L™) de acidos humicos (A) e fulvicos (B) isolados
dos sete Latossolos estudados.
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A remocgao dessa fragdo promove redugcdo bem significativa no tampao
das cargas, isto €, na capacidade de regeneragao do potencial de superficie com
a modificagdo das condigdes do meio. Esse fator capacidade de cargas tem sido
sistematicamente subestimado na quimica do solo em funcdo do pequeno
conteudo de substancias humicas soluveis nos solos altamente intemperizados e,
também, das dificuldades metodoldgicas inerentes ao estudo do efeito das SH
sobre as propriedades eletroquimicas do solo.

A elevada correlacdio da CDCE com as demais propriedades
eletroquimicas do solo e com o conteudo de carbono e argila € mostrada no
Quadro 6. A forte relagdo da CDCE com a constituicdo mineralégica e a sua
sensibilidade em fungdo da retirada da matéria orgéanica soluvel credenciam seu
uso como poderosa ferramenta para avaliacdo da influéncia das praticas de

manejo do solo sobre as propriedades eletroquimicas.

Quadro 6. Coeficientes de correlagdo ndao paramétrica entre capacidade da
dupla camada elétrica, propriedades eletroquimicas e conteudo de
matéria organica humificada dos Latossolos estudados

CDCE ANTES CDCE % AUMENTO
ANTES a b % DE REMOGAO a b
% MOH -0,72* -0,59*
C TOTAL 0,93**  0,81** CTC -0,82* -0,62*
CSH 0,85** 0,68* Argila -0,79* -0,69*
CAH -0,20 0,00 Area TFSA 0,25 -0,24
CAF 0,90** 0,71* Area Argila -0,32 -0,24
CH 0,89** 0,81**
% DE AUMENTO
Argila 0,70*  0,59* PCZ 0,93* 0,81**
Ki 0,14 -0,05 pH H,0 0,32 0,14
CTC 0,60 0,24
PCZ 0,79* 0,33  N°de pKas (AH+AF) 1,00** 1,00
pH H,0 0,26 0,10
pH KClI -0,30 -0,29 CDCE DEPOIS
ApH -0,78* 0,15 DEPOIS a b
W, 0,47 0,39 CTC 0,86*  0,71*
Area TFSA -0,73 -0,81* PCZ 0,82*  0,62*
Area Argila -0,73 -0,71* pH H,0 0,41 0,20
pH KCI 0,29 0,24
ApH 0,00 -0,05
Y, 0,70*  -0,59*

a- Spearman ; b- Kendall ; * P<0,05; ** P<0,01
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4.2. Experimento 2: Caracterizagao das SH soluveis e do extrato hexanico-

metandlico
4.2.1. Caracterizagao das substancias humicas sollveis

O primeiro passo critico no estudo das substancias humicas soluveis € a
escolha do solvente, ja que as propriedades que serdo avaliadas descrevem o
estado do material isolado pelo determinado solvente. Camargo et al. (1999)
mostraram que diferentes solventes extraem diferentes tipos de SH. Nesse
trabalho, optou-se pelo uso de NaOH 0,1 mol L™ em funcdo do maior rendimento
de extracdo, uma vez que a maioria das amostras de solo apresentaram baixo
teor de C total. Além disso, este € o solvente recomendado pela Sociedade
Internacional de Substancias Humicas (IHSS), o que pode facilitar a comparagao
com outros resultados. O segundo passo critico reside no fato de que o teor e as
caracteristicas das SH dependem dos fatores de formagdo do solo (tempo,
material de origem, relevo, clima, atividade biolégica) e séo intensamente
modificados pela atividade antropogénica, ou seja, pelo uso do solo. O processo
de latossolizacédo € comum a classe de solo elegida para esse estudo (intensa
transformacao da fragdo mineral e organica) e € impossivel isolar a participagao
de cada um dos fatores de formacido nas propriedades quimicas das SH. Na
pratica, na escolha das amostras levou-se em consideragdo a mineralogia e
conteudo de argila no horizonte superficial, procurando-se uma possivel
diversidade entre os Latossolos.

A composigao elementar, o conteudo de umidade e cinzas e as relagbes
atbmicas dos AH e AF sdo mostradas no Quadro 7 e os resultados da acidez
total, carboxilica e fendlica, relacdo Es/Es, intensidade de emissdo de
fluorescéncia com excitagdo fixa no azul (IFs), capacidade de oxidagao
determinada em valor de pH igual a 5 (Coxs) e 7 (Coxy) e, por fim, a estimativa da
massa molar média (MM) sdo apresentados no Quadro 8. De um modo geral,
pode-se observar que o teor de C nas SH isoladas dos diferentes Latossolos é
baixo e o de O é elevado em relacdo a composicao elementar média de outros
AH e AF (Rice & MaCarthy, 1991). O teor de C nos AH variou de 432 a 563 g kg™,
enquanto que a variacdo nos AF foi de 261 a 612 g kg™". Ja o teor de O variou de

505 a 667 g kg ' nos AH e numa faixa maior entre 519 a 877 g kg™’ nos AF.
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Quadro 7. Composi¢cédo elementar (livres de cinzas e de agua) e relagbes
atdmicas de acidos humicos e fulvicos isolados dos sete Latossolos
brasileiros estudados

Latossolos C H N O Umidade cinzas C/N H/C OI/C
g kg™ -
Acidos humicos
LAe 562,5 64,0 52,5 558,7 86 106 12,5 1,4 0,7
LBdf 542,0 64,1 58,9 5241 93 66 10,7 1,4 0,7
LVj 503,17 51,1 49,9 627,5 72 116 11,8 1,2 0,9
LVAd 432,0 56,6 57,8 667,2 90 86 8,7 1,6 1,2
LVwf 468,0 60,9 46,6 603,7 86 66 11,7 1,6 1,0
LVAdf 504,8 61,1 685 504,6 84 38 8,6 1,5 0,7
Lvd 536,5 62,7 52,9 542,77 81 82 11,8 1,0 0,8
média 507,0 60,1 553 5755 85 80 10,8 1,4 0,9
SD 45,3 4,7 7,2 591 6,8 26,4 1,6 0,1 0,2
Acidos fulvicos
LAe 5451 67,7 87,6 5191 10 170 7,3 1,5 0,7
LBdf 303,0 554 64,4 843,0 50 160 5,5 2,2 2,1
LVj 301,7 64,3 99,7 867,6 150 100 3,5 2,6 2,2
LVAd 611,6 73,8 95,7 6894 80 240 7,5 1,5 0,8
LVwf 261,2 46,1 50,0 877,2 60 130 6,1 2.1 2,5
LVAdf 3428 46,5 63,3 7974 20 180 6,3 1,6 1,7
Lvd 5151 70,8 91,9 655,5 100 150 6,5 1,7 1,0
média 4115 60,7 79,0 7499 67 161 6,1 1,9 1,6
SD 141,3 11,4 194 1334 48,2 43,8 1,3 0,4 0,7
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Quadro 8. Acidez total, carboxilica e fendlica, relacdo E4/Eg, intensidade de
fluorescéncia, capacidade de oxidacdo e massa molar média de acidos
humicos e fulvicos isolados dos sete Latossolos brasileiros estudados

OH Acidez , Cox?  Cox®? s

Latossolos COOH E4JEs LF" MM
Fendlico Total pHs pH7

-------------- cmol Kg'--seeeeeeeee = vl mol. kg’ g mol” C™

Acidos Humicos

LAe 264 .4 1300,0 1565,4 7,2 107,3 1,0 1,5 990
LBdf 197.,4 1230,0 14274 6,9 1585 1.1 1,9 1100
LVj 70,8 1909,8 19804 6,7 80,7 1,9 2,9 990
LVAd 184,6 1210,8 13954 4,0 149,6 1,5 2,7 1227
LVwf 69,4 1495,0 15644 6,5 81,7 1,3 2,4 1227
LVAdf 354,5 942,0 1296,5 54 1151 2,3 3,5 1163
Lvd 223,6 1513,6 1737,1 8,9 1136 1,1 1,7 1045
Média 194,9 1371,7 1566,7 6,5 1152 1,5 2,4 1106
SD 102,0 305,6 231,7 1,5 301 0,5 0,7 102,6
Acidos Fulvicos
LAe 168,3 1754,4 1922,6 95 28,1 0,5 1,0 524
LBdf 2455 2061,3 2306,8 13,2 15,5 0,9 1,6 887
LVj 357 1 2193,8 2551,0 11,8 36,0 0,5 1,5 507
LVAd 314,3 1654,4 1968,7 9,3 30,6 0,8 2,1 794
LVwf 267,9 1598,4 1866,3 10,8 40,4 1,3 2,5 534
LVAdf 163,6 1813,6 1977,2 9,3 420 1,0 2,2 557
Lvd 229,2 1109,4 1338,6 10,0 19,5 1,0 1,5 524
Média 2494 1740,8 1990,2 10,5 30,3 0,9 1,8 618
SD 71,4 351,2 378,6 1,5 101 0,3 0,5 155,0

™ Intensidade total de fluorescéncia em unidades arbitrarias Su.a) obtida pelo espectro de emissdo de uma solugao
de AH e AF (20mg C L'1) com excitagéo fixa em 456 nm; @ Cox: Capacidade de oxidacao ® MMr: massa molar
média obtida pela equagéo y=3,99¢ + 490 no qual € é a absortividade molar em 280 nm com concentragdo em moles
de 20 mg L™ de Can ou Car.
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O teor médio mais elevado de C nos AH e menor de O é compativel com
0 maior grau de humificagdo dos AH em relagcdo aos AF (Stevenson 1994). O teor
de N encontrado nas SH foi elevado, entre 47e 69 g kg™ nos AH e entre 50 e 100
g kg™ nos AF, indicando as SH solUveis como uma importante fonte de compostos
nitrogenados armazenados nos diferentes Latossolos. Curtin & Wen (1999)
verificaram que as fragbes soluveis de matéria organica foram significativamente
correlacionadas com o N-mineralizavel do solo e Jacquin & Vong (1989)
identificaram os AF como a principal fracdo alcalino soluvel responsavel pela
estabilizacdo de N adicionado na forma de (°NH4),SO4. O teor relativamente
elevado de N e baixo de C nos AH e AF confere valores baixos para a relagao
C/N das SH soluveis. Os AH dos Latossolos apresentam uma relacdo C/N média
de 11 e os AF apresentam valores ainda menores (proximos de 6). Valores
excepcionalmente baixos da relagao C/N foram encontrados nos AF isolados do
LVj, que apresentou valor igual a 3,5, que pode ser associado mais a involugao
quimica das SH do que a estabilizagcdo pela atividade biolégica. A mineralogia
predominada por oOxidos de ferro impede a evolugdo das SH gerando baixo
acumulo de C e complexacao de formas de N em reacbes com OH fendlicos. A
relacdo O/C é 1,8 vezes maior nos AF do que nos AH, compativel com a maior
acidez desses compostos, que permite sua solubilidade em qualquer valor de pH
do meio.

A acidez total como esperado foi maior nos AF que apresentam, em
média, 1990 cmol. kg™ AF com valores oscilando entre 2551 e 1339 cmol; kg
para os AF isolados do LVj e LVd, respectivamente. Os AH apresentam conteudo
de H* trocavel médio de 1567 cmol. kg™ e valores oscilando entre 1980 cmol. kg™
e 1296 cmol. kg™ nos AH isolados do LVj e LVAdf, respectivamente. A acidez total
dos AF foi 1,2 vezes maior do que a observada nos AH, indicativo da maior
hidrofilicidade dos AF. A acidez total das SH é alta e compativel com o grau
elevado de oxidacdo das SH de clima tropical e, portanto, com elevado conteudo
de O. A acidez fendlica foi responsavel por quase dois tercos do numero moles de
H* na acidez total das SH. Como o pKa aparente desses grupamentos é bem
mais elevado do que dos grupos CO3H, na faixa de pH normalmente encontrada
para os Latossolos, a carga liquida negativa é praticamente devida a dissociagao
de CO;H que aparecem em menor proporcao na acidez total. Os AH isolados do

LVj e do LVwf apresentaram valores mais baixos de acidez carboxilica (69,44 e
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70,75 cmol. kg™, respectivamente). Os elevados contetidos de hematita e goethita
no primeiro solo e de A’* no segundo aumentam a possibilidade de formacéo de
complexos estaveis com Fe e Al. Mendonga & Rowell (1996) mostraram o
bloqueio dos grupamentos funcionais oxigenados nas SH, pela formagédo de
complexos. Esse bloqueio pode diminuir a evolugao quimica das SH promovendo
acumulo de AF ou de AH com baixo grau de humificagao.

O grau de humificagdo das SH soluveis pode ser normalmente avaliado
pelos valores da relagdo E4/Es obtidos com a espectroscopia na regido do visivel.
Os valores da relagao E4/Eg variaram numa faixa muito ampla, com valor médio de
6,5 para AH e 10,5 para os AF. Os valores de E4/Es para os AH variaram de 4,0
para o AH isolado do LVAd e 8,9 para AH isolado de LVd. Ja o maior valor de
E4/Es dos AF foi encontrado no AF isolado do LBdf e os menores nos LVd e LBdf
(10,0 e 13,2 respectivamente). Essa relagdo tem sido amplamente utilizada para
caracterizar SH em varios tipos de ambientes (Kononova, 1982). Foi observado,
anteriormente por cromatografia, que os valores da relagdo decresciam com o
aumento da complexidade e heterogeneidade das amostras de SH e, portanto,
ela pode ser usada para indicar o grau de humificagdo (Kononova, 1966). Os
valores da relacdo em solos naturalmente férteis, de clima temperado, sao
menores do que 5 para AH e entre 6 e 8,5 para AF (Stevenson, 1994), valores
bem abaixo da faixa observada para as SH dos Latossolos estudados. E possivel
entdo sugerir um menor grau relativo de complexidade quimica das SH dos
Latossolos em relagdo aos solos de regides de clima temperado. Chen et al.
(1977) verificaram que a relagcado E4/Es € governada, principalmente, pela massa
molecular, uma vez que o fendmeno do espalhamento da luz no comprimento de
onda do visivel é fortemente influenciado pela massa molecular. Foi observada
uma correlagao inversa e significativa entre E4/Es € a massa molecular média
determinada por cromatografia de exclusdo ou por ultracentrifugacdo. Sendo
assim, €& possivel sugerir que os agregados humicos compostos pelos AH
apresentam tamanho relativamente maior do que os formados pelos AF e que
esses sao bem menores do que os observados para SH de clima temperado.

Foi realizada, nesse estudo, a estimativa da massa molar média das SH
soluveis utilizando-se a equagao de Ching et al. (1994) validada pelo estudo de
Peuravarouri & Pihlaja (2004). Foram encontrados valores entre 990 e 1227 u.m.a

para cada mol de Cay € de 507 e 887 u.m.a por mol de Car, respectivamente.
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Essa distribuicdo média da massa molar relativamente pequena para as SH dos
Latossolos é compativel com os valores elevados de acidez total, carboxilica e
fendlica, da relacdo E4/E¢ € com o baixo conteudo de C e elevado de O
encontrados anteriormente.

Os diferentes grupamentos funcionais de uma mistura heterogénea de
compostos quimicos com predominancia de grupamentos acidos podem ser
facilmente analisados por meio da espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (IV-TF), que é capaz de caracterizar vibragbes de
estiramento e deformagdes de ligagdes quimicas entre atomos que apresentem
momento dipolo diferente de zero (Coulthup et al., 1964). Portanto, a
espectroscopia de IV-TF é especialmente util para a observagédo de grupamentos
funcionais oxigenados. As Figuras 6 e 7 apresentam os espectros de IV-TF dos
AH e AF isolados dos Latossolos estudados respectivamente. Os espectros
apresentaram perfil tipico de acidos organicos fracos e polipréticos (Coulthup et
al., 1964). De um modo geral, os espectros de AH apresentam nove bandas de
absorcdo bem definidas e comum a todos: uma banda de absor¢ao intensa, forte
e larga com centro em 3380 cm™ (variando de 3346 a 3396 cm™) devido ao
estiramento de ligagdes O-H de varios grupos hidroxilados, mas, principalmente,
acidos carboxilicos capazes de fazer ligagdes hidrogénio que alteram a frequéncia
de estiramento, provocando o alargamento da banda de absor¢do; uma aguda e
bem definida banda de absorcdo centrada em 2929 cm™ devida ao estiramento
simétrico de ligagdes C-H, principalmente de grupos metilas (CH3); banda de
absorgao forte e larga com centro em 1716 cm™ (variando entre 1722 cm™e 1712
cm™) atribuida genericamente & presenca de carbonilas (C=0) em cetonas e
aldeidos; uma banda de absorgao intensa e alargada em 1634 cm™ (1625 e 1635
cm™) atribuida & presenca de uma série de estiramento simétricos de ligacdes
C=0 de grupos COO’, banda de Amida Il e quinonas; banda de absorg¢ao
centrada em 1533 cm™, devido a estiramentos C-C de anéis aromaticos (indicador
da presenga de ligninas) e sistemas N=C conjugados; uma banda de absorgéo
em 1447 cm™ atribuida a deformagdo de ligagdes C-H de grupos metilas e
metilenos; uma banda de absorgdo bem definida centrada em 1249 cm™ atribuida
a presenca de deformagédo de O-H em grupos carboxilicos e ligagcbes éster (C-O)
e ainda a presenca de fendis; uma banda de absorgdo centrada em 1126 cm™ e

1035 cm™' devida a estiramentos C-O de polissacarideos nos AH.
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FIGURA 6. Espectros da regido do infravermelho
obtidos com transformada de Fourier dos
acidos humicos (AH) isolados do horizonte
superficial de sete Latossolos brasileiros.
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Por fim, as bandas de absorgdo entre 800 e 900 cm™ atribuidas a vibragdes de
ligacbes C-H de grupos aromaticos e de impurezas inorgénicas e organo-
metalicas. As principais diferengas entre os AH residem na intensidade da banda
de absorgao atribuida a grupos metilas (mais intensa nos AH LBdf, LAe e LVAdf,
com aparecimento de uma absorcdo adicional em 2840 cm™ atribuida a C-H de
metilenos) e ao alargamento da banda de absorgdo em 1634 cm™ nos AH
isolados do LBdf e LVAd.

A analise da regido de impressao digital (entre 1400-900 cm™) revela uma
similaridade muito grande na funcionalidade dos espectros de IV, mas que, no
entanto, ndo sdo exatamente idénticos, indicando uma origem distinta para cada
tipo de AH nos sete Latossolos estudados.

Os espectros de IV dos AF s&do compativeis com a maior homogeneidade
estrutural desse conjunto de agregados humicos, apresentando-se de forma mais
simplificada, com absor¢des mais agudas e com sensiveis diferencas entre os
tipos de AF. E comum a todos os AF a banda de absorcao centrada em 3419 cm™
atribuida a estiramentos O-H mais alargada nos AF isolados do LVAdf, LVj e LAe
que apresentaram um ombro adicional em 3228 cm™. Essa banda de absorcdo
centrada em 3400 cm™ é bem mais estreita nos AF isolados do LBdf, indicando
baixo grau de associacdo dessas SH. Os AF isolados do LVj, LVwf e LVd
apresentaram ombro de absorgdo em 2940 cm™ atribuido a estiramento C-H de
metilas.

A intensidade de emissao de fluorescéncia com excitacao fixa em 465 nm
(IFs65) € maior nos AH comparada aos AF, compativel com maior grau de
complexidade dessas SH. Entre os diferentes AH, os isolados do LBdf e do LVAd
tiveram quase o dobro da IF465 do que os AH isolados do LVj e do LVwf. Os AH
isolados do LVd, LVAdf e LAe apresentam intensidade de fluorescéncia
intermediaria entre os extremos citados acima. Os AF isolados de LBdf e LVd
apresentam uma intensidade muito baixa de emissao de fluorescéncia, enquanto
que os AF isolados de LVwf e LVAdf apresentam uma intensidade relativamente
maior, embora quase a metade observada para os AH de menor intensidade de
emissao. A IF465 pode ser usada com objetivo de discriminar as SH (Senesi et al.,
1991) e estabelecer uma ordem relativa ao grau de humificagdo entre os AH e AF
estudados. Milori et al. (2002) obtiveram correlagdes significativas entre a IF465 € a

concentracdo de radicais do tipo semiquinonas e com o grau de aromaticidade
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obtido por RMN "*C em AH de diferentes fontes. O sucesso dessa correlagdo, de
acordo com Milori et al. (2002), vem da possibilidade de interpretacéo da teoria da
humificagdo no sentido de identificar um aumento do grau de maturidade das SH
com a estabilizacdo de estruturas conjugadas com ressonancia de elétrons, tais
como, anéis aromaticos e radicais livres do tipo semiquinonas que aumentam de
concentragdo com a evolugao quimica das SH (Zech et al., 1997). Dessa forma,
SH mais humificadas devem apresentar, relativamente, maior intensidade de
emissao de fluorescéncia com excitagdo no azul (Senesi et al., 1991). Segundo o
indice IF465, 0 grau de humificagcdo dos AH apresenta a ordem: LBdf = LVAd >
LVd = LVAdf > LAe > LVwf = LVj e a dos AF, LVAdf = LVwf > LVj > LVAd = LAe >
LVvd > LBdf.

A capacidade de oxidacédo determinada em pH 5 e 7 (Coxs e Coxy) esta
associada a presenca de elétrons disponiveis para reacdes de oxirreducéo,
importantes na complexagdo de ions, principalmente Fe. A capacidade de
transferir um mol; para uma unidade de massa de um agente oxidante forte
(capacidade de oxidacdo, Cox) pode avaliar indiretamente o grau de humificagado
das SH, uma vez que, para que ocorra essa transferéncia, € necessaria uma
quantidade elétrons relacionada a presencga de radicais livres do tipo semiquinona
(Baldotto, 2006). Para um determinado pH e forga i6nica, a Cox define um “status
redox” das SH compativel com seu grau de evolugao quimica (Baldotto et al.,
2005). A Cox em pH 5 variou de 1,03 a 2,31 para os AH e de 0,52 a 1,33 para os
AF, enquanto para a Cox em pH 7, a variagao foi de 1,51 a 3,48 para AH e 1,04 a
2,45 para os AF. Entretanto, houve somente correlacéo linear positiva entre os
valores de Coxs e Cox; para os AH (y = 1,4x + 0,3; R? = 0,88**). Assim, 0 uso da
Coxs e Cox; permite estabelecer a seguinte ordem de humificagdo para esta SH
soluvel: LAe > LVd > LBdf > LVwf > LVAd > LVj > LVAdf.

Os espectros de RMN 'H de AH e AF isolados dos Latossolos est&o
apresentados na Figura 8 e o Quadro 9 mostra o resultado da integracéo das
principais regides de deslocamento quimico (3") dos respectivos espectros. Os
espectros foram divididos em trés grandes regides de &". A primeira regido entre
0,2 e 3,0 ppm € geralmente assinalada como de H alifaticos, enquanto que o final
dessa faixa do espectro, entre 2,0 até 2,8 ppm, pode ser atribuido a H ligados a

atomos eletronegativos (O e N).
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Figura 8. Espectros de RMN H' de acidos humicos (AH) e Fulvicos (AF) do
horizonte superficial dos sete Latossolos brasileiros estudados.



Quadro 9. Distribuigdo relativa dos deslocamentos quimicos ()
de hidrogénio em ppm obtidos por ressonancia
magnética nuclear (RMN) de acidos humicos (AH) e
Fulvicos (AF) dos sete Latossolos brasileiros
estudados

Latossolos "' H alifaticos  H polissacarideos H aromaticos

0,2-3,0 ppm 3,0-4,5 ppm 6,0-8,5 ppm

Acidos humicos

LAe 45 34 21
LBdf 54 30 16
LVj 47 35 18
LVAd 53 35 12
LVwf 55 29 15
LVAdf 47 39 14
Lvd 52 27 21
Média 50 33 17
SD 4,0 4,2 3,5

- Acidos fulvicos

LAe 53 30 16
LBdf 42 46 12
LVj 46 40 14
LVAd 42 50 8
LVwf 46 42 12
LVAdf 49 47 5
LVd 40 51 9
Média 45 44 11

SD 4,5 7,2 3,8




54

O 8" entre 0,9 e 1,3 ppm pode ser atribuido a existéncia de H em grupos
metilas de cadeias alifaticas ramificadas ou grupos metilas em posigéo terminal
em longas cadeias metilénicas. A segunda regido é compreendida pelos 8" entre
3 e 4,5 ppm e atribuida a H ligados a C a ligados a O e, no caso de SH,
genericamente atribuidos a presencga de polissacarideos. A terceira regidao entre 6
e 8,5 ppm é devida a presenca de H em anéis aromaticos.

Os AH apresentam um conteudo bem mais elevado de H em cadeias
alifaticas hidrofébicas do tipo metila e metileno com 8" entre 0 e 2 ppm do que os
AF. Além disso, os AH apresentam, em média, um teor de H na regido de
compostos aromaticos de 17%, enquanto que, nos AF, esse valor € de 11%. Os
AF apresentaram menor quantidade relativa de H em grupos metilas (CHs) e
metilenos (CH;) do que os AH e, além disso, a quantidade relativa de CH; foi
maior do que a de CH3 nos espectros dos AF.

Outra diferenca significativa com relacao a distribuicdo de H nos AF em
relacdo aos AH corresponde a maior quantidade de H na regido de d" entre 3 e
4,5 ppm que corresponde, genericamente, a regido de H-C-O, CH-C=0, e de
olefinas (duplas ligagdes). Essa regidao correspondeu, em média, a 44% dos H
nos AF e a 33% nos AH. Essa maior quantidade de H ligados a O € compativel
com a maior acidez total dos AF. O grau de aromaticidade dos AH decresce na
ordem: LAe=LVd>LVj>LBdf=LVwf=LVAdf>LVAd e o de hidrofobicidade na ordem:
LVwf>LBdf>LVAd>LVd>LVj=LVAdf>LAe. Ja para os AF, o grau de aromaticidade
decresce na seguinte ordem: LAe>LVj>LBdf=LVwf>LVd>LVAd>LVAdf e o de
hidrofobicidade na sequéncia a seguir: LAe>LVAdf>LVwf=LVj>LVAd=LBdf>LVd.

A aplicagdo da RMN 'H permitiu observar que os AH sd3o mais
hidrofébicos, menos acidos e com conteudo maior de compostos aromaticos. Por
outro lado, as principais absor¢cbes dos AF dizem respeito ao elevado conteudo
de grupamentos oxigenados -COOH, -OCHjs;, -C=0 e OH de fendis, originados de
polissacarideos de origem vegetal como ligninas e celulose. Foi possivel,
portanto, estabelecer um processo de humificagdo seletivo para as SH dos
Latossolos, ou seja, o processo de humificagdo € bastante similar ao observado
anteriormente por Zech et al. (1997), que observaram diminuigdo na intensidade
da regido dos espectros de RMN atribuida a polissacarideos e aumento relativo
da intensidade da regido de grupos alifaticos e aromaticos. Esta sequéncia é

comum ao processo de latossolizagao dos horizontes superficiais.
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4.2.2. Caracterizagao do extrato hexanico-metandlico (Extnmet)

A composicdo elementar obtida no analisador elementar automatico
Perkin EImer 2400, em amostras de 4 mg do Extymet, € mostrada no Quadro 10. O
Exthmet € constituido, essencialmente por compostos genericamente designados
por acidos graxos, uma vez que a espectroscopia de IV-TF (Figura 9) permite
observar a forte presenca de grupos CHs e CH, e uma presencga discreta de
grupos O-H, tipica de acidos graxos de cadeia longa (C18-C20) conforme
Coulthup et al. (1964).

Quadro 10. Composicao elementar dos Extratos hexanico-metandlico
obtidos dos diferentes Latossolos apds a extracdo da
matéria organica humificada soltivel com NaOH 0,1 mol L™.

Latossolos (! C H N

-1

g.kg

Extrato hexanico-metanédlico

LAe 99,0 15,5 8,3
LBdf 191,0 44,7 47,7

LVj 78,9 8,4 7.0
LVAd 168,3 31,3 48,4
LVwf 185,1 39,0 41,6
LVAdf 123,0 17,4 11,9
LVd 98,7 15,6 8,2
Média 134,9 24,6 24,7

SD 45,9 13,8 20,0
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FIGURA 9. Espectros de IV-TF dos extratos hexanico-
metanolico obtidos dos diferentes Latossolos
apés a extragdo da matéria organica
humificada soltivel com NaOH 0,1 mol L™.
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A acidez total, carboxilica e fendlica do extrato foi desprezivel, ndo sendo
detectada pela titulagdo potenciométrica descontinua (método de Schnitzer &
Gupta, 1965). Usando-se o método da titulagdo continua acido-base, os valores
obtidos foram muito baixos e ndo superaram os valores encontrados para a
titulacdo das amostras em “branco”. A composi¢cao elementar encontrada ¢ tipica
de compostos com grande insaturacdo. A deteccdo de N no Extymet indica a
possibilidade da presenca de alquilamidas (banda de absor¢gdo em 1650 cm™ no
IV-TF, Figura 9) e, portanto, do mecanismo de retengdo de N em compostos
altamente hidrofdobicos. As amostras ndo foram soluveis nos solventes disponiveis
(NaDO, CClz, MetOD, Hex), ndo sendo possivel a obtencédo de espectros RMN H
em solugcdo. O baixo rendimento de extragdo (menos de 20 mg de extrato)

inviabilizou a obtengao de espectros no estado sélido.

4.3. Experimento 3: Promocao do crescimento radicular de Arabidopsis
thaliana por SH soluveis e pelo Extymet isolados de diferentes Latossolos

brasileiros

A arquitetura do sistema radicular € alterada em resposta aos estimulos
hormonais e ambientais e a quantidade de raizes laterais € influenciada por uma
diversidade muito complexa de sinais externos e internos (Torrey, 1986; Lopez-
Bucio et al., 2003; Sorin et al., 2005). AH, AF e o Extymet apresentaram habilidade
para induzir mudancgas no padrao de enraizamento de Arabidopsis. A Figura 10A
apresenta as curvas de regressido quadratica para a densidade de raizes laterais
dos AH, AF e Exthmet. Os resultados do incremento da densidade de raizes
laterais em relacédo ao controle na concentragdo correspondente a 100% do
estimulo, obtida pela primeira derivada da regressao quadratica do efeito da
concentragdo de acidos himicos (190 mg L), acidos fulvicos (220 mg L), e de
extrato hexanico-metandlico (100 mg L™) sdo mostrados na Figura 10B. Os
valores sao superiores aos obtidos com a aplicacdo de AlIA na concentracédo de
10 mol L™.

As plantulas de Arabidopsis thaliana no experimento sdo mostradas na
Figura 11 A. As raizes das plantulas tratadas com AH, AF e com 0 Extimet
isolados dos diferentes Latossolos apds a extracdo alcalina das substancias

humicas sao mostradas na Figura 11 B.
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Figura 10. A: Curvas de regressao quadratica dos AH, AF e do Exthmet; B: Incremento da
densidade de raizes laterais em relacdo ao controle na concentracio
correspondente a 100% do estimulo obtida pela primeira derivada da regresséo
quadratica do efeito da concentracdo de acidos himicos (AH, 190 mg L"), &acidos
fulvicos (AF, 220 mg L™), extrato hexanico-metandlico (Exthmer, 100 mg L) e
acido indol acético (IAA, 10 mol L™).
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Figura 11. A: Plantulas de Arabidopsis thaliana no experimento; B: Raizes das plantulas
tratadas com &cidos htmicos (40 mg L") (1), &cidos falvicos (100 mg L™) (2) e
com o extrato metandlico-hexanico (100 mg L) (3), isolados dos Latossolos.
C: controle; LAe: Latossolo Amarelo eutrofico; LBdf: Latossolo Bruno
distroférrico; LVj: Latossolo Vermelho perférrico; LVAd: Latossolo Vermelho-
Amarelo distréfico; LVwf: Latossolo Vermelho acriférrico; LVAdf: Latossolo
Vermelho-Amarelo distroférrico e LVd: Latossolo Vermelho distrofico.
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A arquitetura radicular de Arabidopsis thaliana foi significativamente
modificada pela adigdo de AH a solucdo de cultivo e os resultados sao
apresentados na Figura 12 (A, B, C e D). O numero de raizes laterais emergidas é
de duas a quatro vezes maior nas plantas tratadas com AH do que das plantas
controle. A inducdo de raizes laterais € o resultado tipico da influéncia das
substancias humicas sobre o crescimento radicular e também foi manifestado em
Arabidopsis.

As plantas tratadas com AH isolados do LAe apresentaram maior numero
de raizes laterais e as tratadas com AH proveniente do LVwf o menor numero,
embora significativamente maior do que as plantas controle (Figura 12A).
Curiosamente, o AH, que promoveu o0 menor estimulo no numero de raizes
laterais, foi o que promoveu o aparecimento de raizes laterais mais compridas.
Foi observado, além disso, o encurtamento da raiz principal provocado pela
adicao de AH. Esse efeito foi significativo para os AH isolados de LBdf, LVAd,
LVwf e LVAdf e n&o significativo em relagdo as plantas-controle para os AH
isolados de LAe, LVj e LVd. (Figura 12C).

A densidade de raizes laterais foi significativamente afetada pelos
diferentes AH. Os AH isolados do LBdf apresentaram o maior numero de raizes
laterais por unidade de comprimento da raiz primaria e o LVwf o menor, embora
ainda superior estatisticamente as plantas controle (Figura 12 D).

Os AF estimularam significativamente o enraizamento lateral de
Arabidopsis tanto em numero como no comprimento das raizes laterais (Figura 13
A e B).

O crescimento da raiz principal foi fortemente inibido pelos AF isolados de
LVj, LVAd, LVwf e LVAdf num comportamento tipico de plantas tratadas com
auxinas e sem inibicdo em relagdo ao controle para os tratamentos com AF
isolados de LAe, LBdf e LVd (Figura 13 C). O estimulo na emissao de raizes
laterais e encurtamento da raiz principal, com a maioria dos AF, gerou um
aumento na densidade média de raizes laterais entre duas e trés vezes maior em
relacado as plantas controle (Figura 13 D).

O AF isolado do LBdf promoveu o maior estimulo na formagao de raizes
laterais seguido dos AF isolados de LVwf e LVd. O menor estimulo foi observado
com o AF isolado do LVAdf, porém ainda significativamente superior ao

observado no controle (Figura 13 A).
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Figura 12. Efeito de 4acidos humicos (40 mg L) isolados de diferentes

Latossolos brasileiros sobre a arquitetura do sistema
radicular de Arabidopsis thaliana. Dados do numero de
raizes laterais (A); comprimento das raizes laterais (B);
comprimento da raiz principal (C); densidade de raizes
laterais (D) representam a média de 8 plantas + SD. O
comprimento das raizes laterais e o comprimento do eixo
principal foram normalizados em relagdo ao controle
(CONT=100%). Médias seguidas de letras diferentes sao
estatisticamente diferentes pelo teste DMS P<0,05.
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Latossolos brasileiros sobre a arquitetura do sistema
radicular de Arabidopsis thaliana. Dados do numero de
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O maior efeito em magnitude dos AF sobre a arquitetura radicular foi
observado no comprimento das raizes laterais. Os AF isolados de LVAd e LVwf
promoveram acréscimos no comprimento de raizes laterais da ordem de 12 vezes
em relagdo ao controle, ou seja, acréscimos de 1100%. O menor estimulo
observado foi com o AF isolado do LBdf, que promoveu acréscimo de 200% no
comprimento das raizes laterais em relacdo as plantas controle (Figura 13B).

Surpreendentemente, o extrato metandlico-hexanico (Extnmet) obtido dos
Latossolos apds o processo de extracdo da matéria humificada alcalino soluvel
também estimulou significativamente o enraizamento, modificando marcadamente
a arquitetura radicular de Arabidopsis (Figura 14 A, B, C e D).

O Extnmet que corresponde a parte soluvel em solventes apolares da
fracdo da matéria organica intimamente associada a fragdo mineral (huminas)
promoveu acréscimos entre 150 e 264% no numero de raizes laterais e de 405 a
2280% no comprimento dessas raizes em relagdo as plantas controle (Figura 14
A e B). Esse dramatico efeito no enraizamento lateral foi especialmente sentido
com 0 Exthmet Obtido do LVj, seguido do LVAd e LVwf.

As respostas obtidas com o comprimento da raiz principal foram bastante
contrastantes. Trés Extimet, obtidos de LBdf, LVj e LVd aumentaram o
comprimento da raiz principal em relacdo ao controle. O Extymet Obtido de LVAdf
nao teve qualquer efeito e os obtidos de LAe, LVAd e LVwf diminuiram o
comprimento da raiz principal, sendo que, para este ultimo, foi observada uma
diminuicdo dramatica (Figura 14 C).

Ha muito tempo pesquisadores tém encontrado na matéria organica
humificada substancias fisiologicamente ativas com capacidade de influenciar
positivamente o desenvolvimento das plantas (Bottonley, 1917). Geralmente, é
observado um forte estimulo no desenvolvimento radicular (bem mais do que na
parte aérea) com concentragdes relativamente pequenas de SH em solugao e
inibicdo do crescimento em doses maiores, semelhante a curva normalmente

obtida nos ensaios com hormonios vegetais (Vaughan & Malcolm, 1985).
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Figura 14. Efeito do Extrato hexanico-metandlico (100 mg L") isolados
de diferentes Latossolos brasileiros sobre a arquitetura do
sistema radicular de Arabidopsis thaliana. Dados do
numero de raizes laterais (A); comprimento das raizes
laterais (B); comprimento do eixo principal (C); densidade
de raizes laterais (D) representam a média de 8 plantas %
SD. O comprimento das raizes laterais e o comprimento do
eixo principal foram normalizados em relacdo ao controle
(CONT=100%). Médias seguidas de letras diferentes sao
estatisticamente diferentes pelo teste DMS P<0,05.
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Varios autores verificaram, por diferentes métodos, a presenga de
estruturas similares ou muito proximas das auxinas nas SH (Muscolo et al., 1998;
Canellas et al.,, 2002) e, a partir das informagdes proporcionadas por estes

pesquisadores, realizou-se o experimento a seguir.

4.4. Experimento 4: Desenvolvimento radicular de tomateiro diageotropica

por acidos humicos

As auxinas (do grego auxin, crescimento) sdo pequenas moléculas (179
Da) produzidas, principalmente, a partir do triptofano (Sarwar et al., 2002), que,
raramente, se acumulam nos tecidos, mas sao, constantemente, produzidas
também por uma ampla gama de microrganismos do solo (Sarwar & Kremer,
1995).

Estudos genéticos com Arabidopsis tém levado a identificagdo de genes
com funcdo de sinalizagdo para auxina e duas grandes familias de proteinas
foram extensamente identificadas: as ARF (fator de resposta a auxina, 22 genes
identificados) e AUX/IAA (29 genes identificados) (Parry & Estelle, 2006).

Além disso, uma série de proteinas habilitadas a se unirem as auxinas
foram identificadas no lado de fora das membranas biol6gicas (out-side), tais
como as ABP1 (Auxin Binding Protein), que podem atuar como receptores
exdgenos de estruturas similares as auxinas presentes em solugdo como a do
solo. Recentemente, foi identificada a proteina TIR1 como um receptor de auxina
(Kepinski & Leyser, 2005). Esta proteina, ao se ligar a auxina, ativa a degradacao
de proteinas AUX/IAA via ubiquitinacdo e complexo proteossémico, liberando a
transcricdo de genes pelos ARFs. Apesar do aumento constante das informacdes
fisioldgicas e moleculares, o mecanismo de controle da emissdo das raizes
continua muito pouco entendido (Perry & Esttele, 2006), ainda mais em relagéao a
presenga de estimulos hormonais exdgenos a célula.

O mecanismo hormonal proposto para a iniciacdo de raizes laterais tem
se baseado no uso de mutantes com genes defectivos para as respostas
hormonais, como os mutantes de tomateiro Never ripe (Nr, etileno) diageotropica
(dgt, auxina) e bushy root (brt, citocinina) e engloba um balango dessas moléculas
sinais (Peres et al., 2004). Segundo Perry & Estelle (2006), o sinal primario que

dispara a iniciagao da raiz lateral € promovido pela auxina que induz a iniciagao
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da raiz lateral pelo movimento descendente polar desde as folhas jovens até a
ponta da raiz através do cilindro vascular (pelo periciclo ou xilema diferenciado). A
citocinina inibe a iniciacdo de raizes laterais no apice radicular e o etileno
produzido localmente nos vasos diferenciados de células do protoxilema
determina o sitio exato da iniciagao celular. A producao de etileno é um resultado
direto da elevada concentracdo de auxina nas células do protoxilema. Foi
observado que os AH isolados de LAe, LVd e LVAd n&o foram capazes de induzir
0 enraizamento lateral no mutante defectivo para via de sinalizagdo de auxina dgt
Figura (15 A e B).

Considerando-se que resultados anteriores evidenciaram que o AH
oriundo de vermicomposto (Zandonadi, 2006) e os AH isolados dos diferentes
tipos de Latossolos avaliados neste experimento estimulam a formagao de raizes
laterais no controle ndo mutado, ou seja, a cv Micro-Tom (Figura 16 A e B),
conclui-se que o AH precisa de uma via de sinalizagdo de auxina para agir, 0 que
coloca essa substancia na categoria de auxinas. No entanto, a presenca de
respostas atipicas em Arabidopsis, tais como estimulo no comprimento do eixo
principal de alguns AH, AF e Extymet Sugerem a presenca de outras substancias
fisiologicamente ativas nas SH. E possivel, ainda, considerar a participacdo das
SH em solugdo como um tampao de moléculas sinais, liberando ou captando
moléculas-sinais da solugdo de acordo com o padrdo de exsudacdo de H* ou
acidos organicos pelas raizes, funcionado como um agente regulador do balango
hormonal ligado ao enraizamento lateral.

A presenca de substancias orgénicas fisiologicamente ativas de natureza
individual ainda é considerada por alguns autores como incompativel com o
conceito de matéria organica humificada constituida por macromoléculas de
constituicdo mais ou menos constante e incapaz de acessar o interior da célula
(Stevenson, 1994; Tan, 2003). Os fragmentos biomoleculares identificaveis tém
sido especificamente excluidos da definicdo tradicional das substéncias humicas
por estes autores. No entanto, se a matéria organica humificada for reconhecida
como uma associagao supramolecular de componentes moleculares, ndo ha
motivos, segundo Sutton & Sposito (2005), para excluir uma categoria inteira de
componentes da definicdo de matéria humificada simplesmente porque eles

apresentam natureza bioquimica definida.
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Figura 15. A: Microplantas de tomateiro diageotropico (dgt BC5F3) com gene defectivo
para resposta a auxina, crescidas em meio MS nas concentracbes de 0
(controle) e 40 mg AH L. C: controle, LAe: Latossolo Amarelo eutréfico, LVAd:
Latossolo Vermelho-Amarelo distréfico e LVd: Latossolo Vermelho distréfico; B:
Numero de raizes laterais emergidas em tomateiro dgt BC5F3. Dados
representam a meédia de cinco plantas + desvio padréao. Médias seguidas de
mesma letra ndo apresentam diferenga significativa pelo teste DMS P<0,05.
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Figura 16. A: Microplantas de tomateiro ndo mutado (cv Micro-Tom) crescidas em meio
MS nas concentragdes de 0 (controle) e 40 mg AH L. C: controle, LAe:
Latossolo Amarelo eutréfico, LVAd: Latossolo Vermelho-Amarelo distréfico e
LVd: Latossolo Vermelho distréfico; B: Numero de raizes laterais emergidas em
tomateiro cv Micro-Tom. Dados representam a média de cinco plantas £ desvio
padrdao. Médias seguidas de mesma letra nao apresentam diferenca
significativa pelo teste DMS P<0,05.
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Dessa forma, as biomoléculas podem ser incorporadas ao conceito de SH
uma vez que, de acordo com Piccolo (2002), podem estar preservadas do ataque
microbiano dentro dos dominios hidrofébicos da associagdo supramolecular ou,
ainda, estar associadas por interacdes fracas a outras unidades estruturais que
formam o agregado humico. Esses fragmentos biomoleculares podem apresentar
um papel central no estimulo do crescimento vegetal que as SH apresentam.

A presenca de agentes de promogao de crescimento de natureza
bioquimica individual (e.g. andlogos de auxina) preservada nos dominios
hidrofébicos da associacdo supramolecular ou estabilizado por interacdes de
natureza fraca pode justificar os efeitos fisiolégicos da matéria organica
humificada, uma vez que Simpson (2002) observou, de modo inequivoco, a
desagregacao do arranjo supramolecular com a adigdo de acido orgéanico de
cadeia curta. A exsudacdo de &cidos organicos pelas raizes pode, entéo,
desmontar a, aparentemente, complicada estrutura das SH e liberar compostos
similares as auxinas, que, ao acessarem receptores externos a célula,
desencadeiam a mudanca na arquitetura radicular. A promog&o na sintese de H*-
ATPase nas membranas plasmaticas observadas por Canellas e colaboradores
(2002) pode concorrer para a energizagao dos canais transportadores de acidos
organicos presentes nas membranas, cujos genes foram recentemente clonados
(Parry & Estelle, 2006). A ativagéo do transporte de H" pela bomba & importante
para a hiperpolarizagdo da membrana e esse feito pode ativar a abertura dos
canais de anions, facilitando a passagem pelo canal através do balango positivo
de cargas, ou, ainda, no caso do co-transporte, energizar diretamente todo o
processo.

Tomados em conjunto os dados obtidos de estimulo no enraizamento de
Arabidopsis, pela matéria organica humificada e pelo extrato metandlico-hexanico,
isolados dos diferentes Latossolos brasileiros e auséncia desse estimulo no
mutante (dgt), da cultivar miniatura de tomate, € possivel indicar a presencga de
um mecanismo geral, relacionado ao estimulo tipico das respostas obtidas com

hormdnios vegetais.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

A elucidagao das relagdes entre a eletroquimica, reatividade e a atividade
biolégica da matéria organica humificada dos Latossolos pode contribuir para o
manejo dos mesmos dentro da perspectiva de sustentabilidade. As propriedades
eletroquimicas dos horizontes superficiais dos solos altamente intemperizados
sao correlacionadas, geralmente, com o conteudo de matéria organica nessa
camada. No entanto, sdo relativamente escassos os estudos com objetivo de
avaliar essa complexa relacdo. Informacgdes estruturais sobre as substancias
himicas soluveis sdo essenciais para o entendimento da sua natureza e,
consequentemente, da sua reatividade.

A idéia de que as substancias humicas podem atuar no metabolismo
vegetal ndo é recente. A presenca de um sistema radicular ramificado com grande
abundancia de raizes laterais € fundamental para o crescimento de plantas em
solos altamente intemperizados. O maior volume de solo explorado € uma
adaptacao importante no caso de solos com baixo conteudo de nutrientes e CTC.
A partir dos resultados, concluiu-se que:

i. As propriedades eletroquimicas do horizonte superficial dos Latossolos
foram grandemente afetadas pela retirada das substancias humicas alcalino
soluveis que representaram menos de 3% do carbono total do solo. Foram
observadas redugdes na CTC, elevacdo do PESN e reversao do sinal do
potencial elétrico da superficie. Esses efeitos foram de maior magnitude para os

solos de natureza oxidica do que caulinitica, indicando uma relagdo substancia
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himica - constituicdo mineralégica no comportamento das propriedades
eletroquimicas.

ii. A capacidade da dupla camada elétrica (CDCE) foi correlacionada com
o conteudo de carbono no solo, com o conteudo de SH. Sua variacdo apds a
retirada da MO soluvel foi acentuada. A remocgao de substancias humicas soluveis
com elevada densidade de carga reduziu o poder tampao de cargas do solo.

iii. Devido a sua sensibilidade a variacdo dos teores de carbono e a
remocdo das substancias humicas, a CDCE é uma propriedade eletroquimica
que, além discriminar bem sequéncias pedoquimicas, pode ser usada como
indicadora do processo de degradacao oriundo da perda de matéria organica
alcalino soluvel.

iv. A retirada de menos de 3 % do carbono contido na fracdo alcalino-
soluvel de Latossolos afeta, marcadamente, seu comportamento quimico.
Portanto, as substancias humicas solluveis condicionam a reatividade desses
solos;

v. Através das analises quimicas e espectroscopicas das SH soluveis e
do extrato hexanico-metandlico, conclui-se que estes compostos possuem
estruturas diferenciadas. De um modo geral, Latossolos com maiores indices de
intemperizagdo possuem SH com maior grau de humificagéo.

vi. Os acidos humicos, fulvicos e o extrato metandlico-hexanico obtidos do
horizonte superficial de sete Latossolos brasileiros apresentam capacidade de
modificar a arquitetura do sistema radicular de Arabidopsis thaliana, induzindo o
aumento no numero de raizes laterais e ramificagédo radicular.

vii. As mudancgas observadas na arquitetura radicular sdo tipicas das
normalmente observadas com o uso de 4&cido indolacético (AlA), porém
superiores as respostas observadas com AIA 10° mol L. A incapacidade de
diferentes acidos humicos induzir o enraizamento lateral no mutante defectivo
para sinalizacdo de auxina (dgt) de tomateiro fortalece a hipdtese da atividade

analoga a auxina desta SH soluvel.



72

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alberts, J.J., Schindler, J.E., Miller, R.W. (1974) Elemental mercury evolution
mediated by humic acid. Science, 184: 895-896.

Alleoni, L.R.F., Camargo, O.A. (1994) Pontos de efeito salino nulo de Latossolos
Acricos. Rev. Bras. Ci. Solo. 18: 175-180.

Alvarez-Puebla, R.A., Goulet, P.J., Garrido, J.T. (2005) Characterization of the
porous structure of different humic fraction. Colloids and Surfaces A. 256: 129-
135.

Anjos, L.H.C. (1985) Caracterizacéo, génese, classificacdo e aptidao agricola de
uma sequéncia de solos do Terciario na regido de Campos, RJ. Tese
(mestrado em Ciéncias - area de Ciéncia do Solo) Itaguai - RJ, UFRRJ, 110p.

Bailey, S.l., Ritchie, .M., Hewgill, F.R. (1983) The construction and use of
potential-pH diagrams in organic oxidation-reduction reactions. J. Chem. Soc.,
Perkins Trans. 2: 645-652.

Baldotto, M.A., Canellas, L.P., Canela, M.C., Velloso, A.C.X. (2005) Propriedades
redox das susbténcias humicas. In: Canellas, L.P., Santos, G.A. (eds.)
Humosfera: tratado preliminar sobre a quimica das substancias humicas.
Campos dos Goytacazes: Canellas & Santos, p. 201-223.

Baldotto, M.A., (2006) Propriedades redox e grupos funcionais de acidos humicos.
Tese (doutorado em Producéao Vegetal) - Campos dos Goytacazes - RJ, UENF,
100p.

Barreto, W.O. (1986) Eletroquimica de solos tropicais de carga variavel:
capacidade da dupla camada elétrica. Tese (Doutorado em Agronomia) -
Itaguai - UFRRJ, 294p.



73

Bartlett, R.J., James, B.R. (1993) Redox chemistry of soils. Adv. Agron. 50: 151-
208.

Benites, V.M., Mendonga, E.S. (1998) Propriedades eletroquimicas de um solo
eletropositivo influenciadas pela adicdo de diferentes fontes de matéria
organica. Rev. Bras. Ci. Solo. 22: 215-222.

Bérubé, Y. C., De Bruyn, P.L. (1968a) Adsorption at the rutile-solution interface. .
Thermodynamic and experimental study. J. Colloid Interf. Sci., 27 (2): 305-318.

Blok, L., De Bruyn, P.L. (1970a) The ionic layer at the ZnO/solution interface. I.
The experimental point of zero charge. J. Colloid Interf. Sci. 32 (3): 518-526.

Borges, A.L. & Kiehl, J.C. (1996) Alteragdo da matéria orgénica de um Latossolo
Amarelo alico de Cruz das Almas (BA) pelo cultivo com frutiferas perenes e
mandioca. R. Bras. Ci. Solo, 20:313-318.

Bottomley, W.B. (1917) Some effects of organic-promotion substances auxinones)
on the growth of Lema minor in mineral cultural solutions. Roy. Soc. Proc., B.
London. 89: 481- 507.

Breeuwsna, A., Lyklema, J. (1973) Physical and chemical adsorption of ions in the
electrical double layer on hematite (a — Fe;O3). J. Colloid and Interface Sci., 43
(2): 437-448.

Camargo, F.O., Santos, G. De A., Guerra, J.G.M. (1999) Macromoléculas e
substancias humicas. In: Santos, G. deA.; Camargo, F.A.O. (eds.)
Fundamentos da matéria organica: ecossistemas tropicais e subtropicais. Porto
Alegre: Génesis, p. 27-39.

Canellas, L.P., Santos, G.A., Amaral Sobrinho, N.M.B. Reacbes da matéria
organica. In: Santos, G. de A.; Camargo, F.A.O. (eds.) (1999) Fundamentos da
matéria organica: ecossistemas tropicais e subtropicais. Porto Alegre: Génesis,
p. 69-86.

Canellas, L.P., Berner, P.G., Silva, S.G. Da; Silva, M.B. E & Santos, G.A. (2000)
Fracbes da matéria organica em seis solos de uma topossequéncia no Estado
do Rio de Janeiro. Pesq. Agropec. Bras., 35:133-143.

Canellas, L.P., Olivares, F.L., Faganha, A.L.O., Faganha, A.R. (2002) Humic acids
isolated from earthworm compost enhance root elongation, lateral root
emergence, and plasma membrane H*-ATPase activity in maize roots. Plant
Physiol., 130: 1951-1957.

Canellas, L.P., Santos, G.A. (eds.) (2005) In: Humosfera: tratado preliminar sobre
a quimica das substancias humicas. Campos dos Goytacazes: L.P. Canellas,
G.A. Santos, 309p.

Chaves, L.H.G., Trajano, M.D.M. (1992) Determinagao do ponto de carga zero e
das cargas elétricas do horizonte Ap de solos do Estado da Paraiba. Rev. Bras.
Ci. Solo, 16: 415-418.



74

Charlet, L., Sposito, G. (1987) Monovalent ion adsorption by an Oxisol. Soil Sci.
Am. J., 51: 1155-1160.

Chen, Y., Senesi, N., Schnitzer, M. (1977) Information provided on humic
substances by E4/Eg rations. Soil Science Society of America Journal, Madison,
41: 352-358.

Chen, J., Gu, B., Royer, R.A., Burgos, W.D. (2003) The roles of natural organic
matter in chemical and microbial reduction of ferric ion. Sci. Total Environment,
307: 167-178.

Cheshire, M.V. & Senesi, N. (1998) Electron spin resonance spectroscopy of
organic and mineral soil particles. In: Huang, P. M.; Senesi, N. & Bufle, J.
(eds.). Structure and surface reactions of soil particles. New York: Wiley. 492p.

Ching, Y.P., Aiken, G., O'Loughlin, E. (1994) Molecular weight, polidispersity, and
spectroscopic properties of aquatic humic substances. Environ. Sci. Technol.
28: 1853-1858.

Colthup, N.B., Daly, L.H., Wiberley, S.E. (1964) Introduction to infrared and
Raman spectroscopy. Academic Press New York. 510p.

Conte, P.; Piccolo, A. (1999) Conformational arrangement of dissolved humic
substances. Influence of solution composition on association of humic
molecules. Environ. Sci. Technol., 33: 1682-1690.

Cosgrove, D.J. (1998) Cell Wall Loosening by expansins, Plant Physiology,
118:333-339.

Cosgrove, D.J. (2000) Expansive growth of plant cell walls. Plant Physiology and
Biochemistry 38:109-124.

Curtin, D., Wen, G. (1999) Organic matter fractions contributing to soil nitrogen
mineralization potential. Soil Science Soc. Am. J., 63: 410-415.

Dabin, B. (1981) Les matieres organiques dans les sols tropicaux normalement
drainés. Cah. ORSTOM, Ser. Pedol., Paris, 16 : 197-215.

De Jonge, H., De Jonge, L.W., Mittelmeijer-Hazeleger, M.C. (2000) The
microporous structure of organic and mineral soil material. Soil Science, 165:
99-108.

Dewan, H.C. & Rich, C.I. (1970) Titration of acid soils. Soil Sci. Soc. Am. Proc.,
34: 38-44.

Embrapa - Centro Nacional de Levantamento e Classificagcdo de Solos. (1980).
Rio de Janeiro: EMBRAPA, BT n° 62.

Embrapa. (1997) Manual de métodos de andlise de solo. Rio de Janeiro:
EMBRAPA/CNPS (Documentos 1), 2.ed. 212p.



75

Embrapa - Centro Nacional de Pesquisa de Solos. (1999) Sistema Brasileiro de
Classificacdo de Solos. EMBRAPA Producgao de Informacgado. Rio de Janeiro:
412p.

Facanha, A.R., Facanha, A.R., Olivares, F.L., Velloso, A.C.X., Braz-Filho, R.,
Santos, G.A., Canellas, L.P. (2002) Bioatividade de acidos humicos: efeitos
sobre o desenvolvimento radicular e sobre a bomba de prétons da membrana
plasmatica. Pesq. Agropec. Bras., 37: 1301-1310.

Flaig, W. (ed.) (1968) Uptake of organic substances from soil organic matter by
plants, study week on organic matter and soil fertility, New York: Wiley-
Interscience, 723-776.

Fontes, M.P.F. (1996) Carga elétrica superficial de particulas de solo. CD-ROM
dos Anais do Congresso Latinoamericano de Ciéncia do Solo, 13 - Sociedade
Latinoamericana de Ciéncia do Solo - Aguas de Lindéia, SP, Brasil.

Fontes, M.P.F., Camargo, O.A., Sposito, G. (2001) Eletroquimica das particulas
coloidais e sua relagdo com a mineralogia de solos altamente intemperizados.
Scientia Agricola, 58: 627-646.

Forde, B.G., Zhang, H. (1998) An Arabidopsis MADS box gene that controls
nutrient-induced changes in root architecture, Science 279: 407-4009.

Frias, |.,, Caldeira, M.T., Perez, C.J.R., Navarro, A.J.P., Culianez, M.F.A,,
Kuppinger, O., Stransky, A., Pages, M., Hager, A., Serrano, R. (1996) A major
isoform of the maize plasma membrane H*-ATPase: characterization and
induction by auxin in coleoptiles. Plant Cell, 8: 1533-1544.

Garcia-Gil, J.C., Ceppi, S.B., Velasco, M.1., Polo, A., Senesi, N. (2004) Long-term
effects of amendment with municipal solid waste compost on the elemental and
acidic functional group composition and pH-buffer capacity of soil humic acids.
Geoderma, 121: 135-142.

Garcia-Mina, J.M., Antolin, M.C., Sanchez-Diaz, M. (2004) Metal-humic complexes
and plant micronutrient uptake: a study based on different plant species
cultivated in diverse soil types. Plant and Soil, 258: 57-68.

Gouy, G. (1910) Sur la constitution de la charge electric a la surface d'un
electrolyte. Ann. Phys., 9: 457-468.

Grahame, D.C. (1947) The electrical double layer and the theory of
eletrocapillarity. Chem. Rev., 41: 441-501.

Greg, S.J., Sing, K.S.W. (ed.) (1982) Adsorption Surface Area and Porosity, 2",
ed., London: Academic Press, INC., 303p.

Gu, B.J., Schmitt, J., Chen, Z., Liang, L., Mccarthy, J.F. (1994) Adsorption and
desorption of different organic matter fractions on iron oxide: mechanisms and
models. Environm. Sci. Technol. 28: 38-46.



76

Helburn, R.S., Maccarthy, P. (1994) Determination of some redox properties of
humic acids by alkaline ferricyanide titration. Anal. Chem Acta., 295: 263-272.

Hendershot, W.H., Lavkulich, L.M. (1978) The use of zero point of charge (ZPC) to
assess pedogenic development. Soil Sci. Soc. Am. J., 42: 468-472.

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica: www.ibge.gov.br em
25/07/2006.

Jacquin, F.; Vong, P.G. (1989) Incorporation of nitrogen fertilizer in the humified
compounds of a typic Hapludalf. The Science of the Total Environment, 81/82:
465-469.

Kaiser, K., Zech, W. (1999) Release of natural organic matter sorbed to oxides
and subsoil. Soil Sci. Soc. Am. J. 63: 1157-1166.

Kelly, M.O., Bradford, K.J. (1986) Insensitivity of the diageotropica tomato mutant
to auxin. Plant Physiology, 82: 713-717.

Kepinski, S., Leyser, O. (2005) The Arabidopsis F-box protein TIR1 is an auxin
receptor. Nature, 435: 446-451.

Kononova, M.M. (ed.) (1966) Soil organic matter. 2" ed. New York: Pergamon
Press. 555p.

Kononova, M.M. (ed.) (1982) Matéria organica del suelo: su naturaleza,
propriedades y métodos de investigacion. Barcelona: Oikos-Tou. 365p.

Kononova, M.M. (1984) Organic Matter and soil fertility. Soviet Soil Sci., 16: 71-86.

Lakatos, B., Tibai, T., Meisel, J. (1977) EPR Spectra of humic acids and their
metal complexes. Geoderma, 19: 319-338.

Leinweber, P.; Reuter, G.; Brozio, K. (1993) Cation exchange capacities of
organo-mineral particle-size fractions in soils from long-term experiments. J.
Soil Sci., 44: 111-119.

Light, T. S. (1972) Standard solution for redox potential measurements. Analytical
Chemistry, 44: 1038-1039.

Lépez-Bucio, J., Cruz-Ramirez, A., Herrera-Estrella, L. (2003) The role of nutrient
availability in regulating root architecture. Current Opinion in Plant Biology, 6:
280-287.

Lovley, D.R., Coates, J.D., Blunt-Harris, E.L., Phillips, E.J.P., Woodward, J.C.
(1996) Humic substances as electron acceptors for microbial respiration.
Nature, 382: 445-448.



77

Lovley, D.R., Woodward, J.C., Blunt-Harris, E.L., Hayes, L., Phillips, E.J.P.,
Coates, J.D. (1998) Humic substances as mediator for microbially-catalized
metal reduction. Acta Hidrochim. Hydrobiol., 26: 152-157.

Lu, X., Johnson, W.D., Hook, J. (1998) Reaction of vanadate with aquatic humic
substances. Environ. Sci. Technol., 32: 2257-2263.

Lyklema, J. And Overbeek, J. Th. G. (1961) Electrochemistry of Silver lodide. J.
Colloid Science, 16: 595-608.

Martin Neto, L., Vieira, E.M., Sposito, G. (1993) Mechanism of atrazine sorption by
humic acid: a spectroscopic study. Environ. Sci. Technol., 28: 1867-1873.

Matthiessen A. (1994) Evaluating the redox capacity and the redox potential of
humic acids by redox titrations. In: Senesi, N. & Miano, T.M. (eds.). Humic
Substances in the Global Environment and Implications on Human Health.
Amsterdam: Elsevier, 187.

Matthiessen, A. (1996) kinetic aspects of the reduction of mercury ions by humic
substances. J. Anal. Chem., 354: 747-749.

Mendonga, E.S. (1995) Oxidagcdo da matéria organica e sua relagcdo com
diferentes formas de aluminio de Latossolos. Rev. Bras. Ci. Solo, 19: 25-30.

Mendonga, E.S., Rowell, D.L. (1996) Mineral and organic fractions of two oxisols
and their influence on effective cation-exchange capacity. Soil Science Society
of America Journal, 60: 1888-1892.

Mendonga, E.S., Rowell, D.L., Martins, A.G., Silva, A.P. (2006) Effect of pH on the
development of acidic sites in clayey and sandy loam Oxisol from the Cerrado
Region, Brazil. Geoderma, 132: 131-142.

Mercé, A.L.R., Lombardi, S.C., Mangrich, A.S., Levy, N.M., Szpoganicz, B. (1998)
J. Braz. Chem. Soc., 9: p. 231-242.

Milori, D. M.B.P., Martin Neto, L., Bayer, C., Mielniczuck, J., Bagnato, V.S. (2002)
Humification degree of soil humic acids determined by fluorescence
spectroscopy. Soil Sci., 167: 739-749.

Muscolo, A., Cutrupi, S., Nardi, S. (1998) IAA detection in humic substances. Soill
Biology & Biochemistry 30: 1199-1201.

Murashige, T., Skoog, F. (1962) A revised medium for rapid growth and bioassays
with tabacco tissue culture. Physiologia Plantarum, Copenhagem, 15: 437-497.

Nannipieri, P., Grego, S., Dell'agnola, G., Nardi, S. (1993) Proprieta biochimiche e
fisiologiche della sostanza organica. In: Nannipieri, P. (ed.). Ciclo della
sostanza organica nel suolo: aspetti agronomici, chimici, ecologici, ecologici y
selvicolturali. Bologna: Patron, 67-78.



78

Nardi, S., Pizzeghello, D., Gessa, C., Ferrarese, L., Trainotti, L., Casadoro, G.
(2000) A low molecular weight humic fraction on nitrate uptake and protein
synthesis in maize seedlings. Soil Biology & Biochemistry, 32: 415-419.

Nardi, S., L’osoni, M., Pizzeghello, D., Provenzano, M.R., Cilenti, A., Sturaro, A.,
Rella, R., Vianello, A. (2005) Chemical characteristics and biological activity of
organic substances extracted from soils by root exudates. Soil Sci. Soc. Am.,
369: 312-2019.

Oades, J.M., Gillman, G.P., Uehara, G., Hue, N.V., Van Noordwijk, M., Robertson,
G.P., Wada, K. (1989) Interactions of soil organic matter and variable-charge
clays. In: Coleman, D.C., Oades, J.M., Uehara, G. (eds.). Dynamics of Soil
Organic Matter in Tropical Ecosystems. Honolulu: University of Hawaii Press,
69-95.

Olphen, H. van. (ed.) (1977) An introduction to clay colloid chemistry. New York:
John Wiley & Sons INC., 318 p.

Oorts, K., Vanlauwe, B. Merckx, R. (2003) Cation exchange capacities of soil
organic matter fractions in a Ferric Lixisol with different organic matter inputs.
Agriculture, Ecosystems and Environment, 100: 161-171.

Ortega, F. (ed.) (1982) La matéria organica de los suelos tropicales. La Habana:
Academia de Ciéncias de Cuba, 152p.

Osterberg, R., Shirshova, L. (1997) Oscillating, nonequilibrium redox properties of
humic acids. Geochim. Cosmochim. Acta, 61: 4599-4604.

Parks, G. A. & Bruyn, P. L. (1962) The zero point of charge of oxides. J. of Phys.
Chem., 66:967-973.

Parks, G.A. (1965) The isoelectric points of solid oxides, solid hydroxides, and
aqueous hydroxo complex systems. Chem. Rev., 65: 177-198.

Parry, G., Estelle, M. (2006) Auxin receptors: a new role for F-box proteins.
Current Opinion in Cell Biology, 18:152-156.

Peixoto, R. T. dos G. (1997) Matéria organica e a dinamica das cargas elétricas
dos solos: processos e consequéncias. CD-ROM dos Anais do Congresso
Brasileiro de Ciéncia do Solo, 26, Rio de Janeiro: Sociedade Brasileira de
Ciéncia do Solo/EMBRAPA-CNPS.

Peres, L.E.P., Carvalho, R.F., Pino-Nunes, L.E., Lima, J.E., Pioto, F.A. (2004) A
collection of tomato (Lycopersicon esculentum cv Micro-Tom) mutants useful to
study the multiple hormonal control of plant development. CD-ROM In: 18TH
International Conference on Plant Growth Substances, Canberra-Australia:
IPGSA Conference.

Pérez, D.V., Ramos, D.P., Nascimento, R.A.M., Barreto, W.O. (1993)
Electrochemical properties of some B argillic horizon. Revista Brasileira de
Ciéncia do Solo, 17: 157-164.



79

Peuravarouri, J., Pihlaja, K. (2004) Preliminary estudy of lake dissolved organic
matter in light of nanoscale supramolecular assembly. Environ. Sci. Technol.,
38: 5958-5967.

Piccolo, A.; Nardi, S.; Cancheri, G. (1996) Macromolecular changes of soil humic
substances induced by interactions with organic acids. Eur. J. Soil Sci., 47: 319-
328.

Piccolo, A. (1997) New Insights on the conformational structure of humic
substances as revealed by size exclusion chromatography. In: Drozd, J; Gonet,
S.S., Senesi, N.; Weber, J. (eds). The role of humic substances in the
ecosystems and in environmental protection. Wroclaw, Polish Society of Humic
Substances, p. 19-38.

Piccolo, A.; Conte P.; Cozzolino, A. (1999) Effects of mineral and monocarboxylic
acids on the molecular associations of dissolved humic substances. Eur. J. Soil
Sci., 50: 687-694.

Piccolo, A. (2002) The Supramolecular Structure of Humic Substances: A Novel
Understanding of Humus Chemistry and Implications in Soil Science. Adv.
Agron., 75: 57-134.

Piccolo, A.; Conte, P.; Trivellone, E.; Van Lagen, B.; Buurman, P. (2002) Reduced
heterogeneity of a lignite humic acid by preparative HPSEC following interaction
with an organic acid. Characterization of size-separates by Pyr-GC-MS and H-
1-NMR spectroscopy. Environ. Sci. Technol., 36: 76-84.

Piccolo, A.; Conte, P.; Spaccini, R.; Chiarella, M. (2003) Effects of some
dicarboxylic acids on the association of dissolved humic substances. Biol. Fert.
Soils, 37: 255-259.

Pino-Nunes L.E. (2005) Obtencéo e uso de mutantes com alteracdes no balanco
auxina/citocinina no estudo da competéncia organogénica em micro-tomateiro
(Lycopersicon esculentum cv Micro-Tom). Tese (mestrado em Fisiologia e
Bioquimica de Plantas) - Piracicaba - SP, Esalg-USP, 73p.

Pinton, R., Cesco, S., Santi, S., Varanini, Z. (1995) Effect of soil humic substances
on surface redox activity of oat roots. Journal of Plant Nutrition 18: 2111-2120.

Pinton, R., Cesco, S., Santi, S., Agnolon, F., Varanini, Z. (1999) Water extractable
humic substances enhance iron deficiency responses by Fe deficient cucumber
plants. Plant and Soil, 210: 145-157.

Pizzeghello, O., Nicolini, G., Nardi, S. (2001) Hormone-like activity of humic
substances in Fagus sylvaticae forests. New Phytologist, 151: 647-657.

Quaggiotti S, Ruperti B, Pizzeghello D, Francioso O, Tugnoli V, Nardi S. (2004)
Effect of low molecular size humic substances on nitrate uptake and expression
of genes involved in nitrate transport in maize (Zea mays L.). J. Exp. Bot. 55:
803-813.



80

Raij, B. van., Peech, M. (1972) Electrochemical properties of some Oxisols and
Alfisols of the tropics. Soil Sci. Soc. of Am. Proc., 36: 587-593.

Raij, B. van. (1973a) Determinagao de cargas elétricas em solos. Bragantia, 32:
171-183.

Raij, B. van. (1973b) Determinagdo do ponto de carga zero em solos. Bragantia,
32: 337-347.

Rayle, D. L., Cleland, R. E. (1992) The acid growth theory of auxin-induced cell
elongation is alive and well. Plant Physiol., 99:1271-1274.

Resende, M., Curi, N., Rezende, S. B., Corréa, G. F. (eds.) (1997) Pedologia:
base para a distincdo de ambientes. Vigosa: NEPUT, 367 p.

Rice, J.A., Macarthy, P. (1991) Statistical evaluation of the elemental composition
of humic substances. Org. Geochem., 17: 635-648.

Rocha, J.C e Rosa, A.H. (eds.) (2003) Substancias humicas aquaticas - Interacao
com espécies metalicas. Sao Paulo: UNESP, 120p.

Rodrigues, T.E., Klant, E. (1978) Mineralogia e génese de uma sequéncia de
solos do distrito federal. Rev. Bras. Ci. Solo., 2: 132-139.

Santa-Isbel, L.M. (1988) Caracterizacdo e algumas relagdes pedogenéticas da
matéria organica de uma topossequéncia de solos em regidao de clima semi-
arido de Itaberaba-BA. Tese (mestrado em geociéncias). Salvador - BA, UFBA,
87p.

Santos, G. de A., Camargo, F.A.O. (eds.) (1999) Fundamentos da matéria
organica: Ecossistemas Tropicais e Subtropicais. Porto Alegre: Génesis, 491 p.

Sarwar M, Arshad M, Martens Da, Frakenberger, W.T. (2002) Tryptophan-
dependent biosynthesis of auxins in soil. Plant and Soil, 147 (2): 207-215.

Sarwar M, Kremer R.J. (1995) Determination of bacterially derived auxins using a
microplate method. Letters in Applied Microbiology 20 (5): 282-285.

Schnitzer, M., Gupta, U.C. (1965) Determination of acidity in soil organic matter.
Soil Sci. Am. Soc. Proc., 29: 274-277.

Schnitzer, M.; Khan, S.U. (eds.) (1978) Soil organic matter. Amsterdam: Elsevier,
319p.

Schnitzer, M. (1991) Soil organic matter-the next 75 years. Soil Sci. 151: 41-58.

Schofield, R. K. (1949) Effect of pH on electric charges carried by clay particles. J.
Soil Sci., 1: 1-8.



81

Scott, D.T., Mcknight, D.M., Harris, E., Kolesar, S., Lovley D. (1998) Quinone
moieties act as electron acceptors in the reducting of humic substances by
humics-reducting microorganisms. Environ. Sci. Technol, 32: 2984-2989.

Senesi N., Miano, T.M., Provenzano, M.R., Brunetti, G. (1991) Characterization,
differentiation and classification of humic substances by fluorescence
spectroscopy. Soil Sci., 152: 259-271.

Sillen, L.G., Martell, A.E. (eds.) (1964). Stability constants of metal-ion complexes.
2. ed., London: Chemical Society Special Publication 17, 754p.

Silva, M.L.N.; Curi, N.; Marques, J. J. G. De S. E M.; Guilherme, L. R. G. & Lima,
J.M.de. (1996) Ponto de efeito salino nulo e suas relagdes com propriedades
mineralogicas e quimicas de Latossolos brasileiros. Pesquisa Agropecuéria
Brasileira, 31: 663-671.

Simpson, A.J. (2002) Determining the molecular weight, aggregation, structures
and interactions of natural organica matter using diffusion ordered
spectroscopy. Magnetic Res. Chem., 40: 572-582.

Sparks, D.L. (2001) Elucidating the fundamental chemistry of soils: past and
recent achievements and future frontiers. Geoderma, 100: 303-319.

Siqueira, C. (1985) Eletroquimica de solos tropicais de carga variavel: efeitos da
matéria organica. Tese (Doutorado em Ciéncias — area de Ciéncia do Solo)
Itaguai — RJ, UFRRJ, 113 p.

Siqueira, C., Leal, J.R., Velloso, A.C.X., Santos, G.A. (1990a) Eletroquimica de
solos tropicais de carga variavel: |. Influéncia da matéria organica no tempo de
equilibrio para a determinacéo das curvas de titulacdo potenciométrica. Revista
Brasileira de Ciéncia do Solo, 14: 7-11.

Siqueira, C., Leal, J.R., Velloso, A.C.X., Santos, G.A. (1990b) Eletroquimica de
solos tropicais de carga variavel: |l. Quantificagdo do efeito da matéria organica
sobre o ponto de carga zero. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, 14: 13-17.

Siqueira, C., Leal, J.R., Velloso, A.C.X. (1990c) Eletroquimica de solos tropicais
de carga variavel: Illl. Erros na avaliagdo das cargas. Revista Brasileira de
Ciéncia do Solo, 14: 19-24.

Skorgerboe, R.K., Wilson, S.A. (1981) Reduction of ionic species by fulvic acid.
Anal. Chem., 53: 228-232.

Sommerville, C.R., Meyerowitz, E.M. (eds.) (2002) The Arabidopsis Book.
Rockville: American Society of Plant Biologists, 320p.

Sondergaard, T.E., Schulz, A., Palmgren, M.G. (2004) Energization of Transport
Processes in Plants. Roles of the Plasma Membrane H'-ATPase. Plant
Physiology, 136: 2475-2482.



82

Sorin, C., Bussell, J.D., Camus, |., Ljung, K., Kowalczyk, M., Geiss, G. (2005)
Auxin and light control of adventitious rooting in Arabidopsis require
ARGONAUTE!1. Plant Cell, 17: 1343-1359.

Sposito, G. (1981) The operational definition of the zero point of charge in soils.
Soil Sci. Soc. Am. J., 45: 292-297.

Sposito, G. (ed.) (1989a) The Chemistry of Soil. New York: Oxford Univ. Press,
277 p.

Sposito, G. (1989b) Surface reactions in natural aqueous colloidal systems.
Chimia, 43: 169-176.

Sposito, G. (1998) On points of zero charge. Envirom. Sci. & Technol., 32: 2815-
2819.

Stern, O. (1924) Zur theorie der elektrolytischen doppelschieht. Z. Electrochem.,
30: 508-516.

Stevenson, J.F. (ed.) (1994) Humus chemistry: genesis, composition, reactions.
2" ed., New York: John Wiley & Sons INC., 496p.

Struyk, Z.; Sposito, G. (2001) Redox properties of standard humic acids.
Geoderma, 102: 329-346.

Stumm, W. (1992) Chemistry of the solid-water interface. John Wiley & Sons,
INC., New York: W. Stumm ed., 428 p.

Sunda, W.G., Kieber, D.J. (1994) Oxidation of humic substances by manganese
oxides yields low molecular-weight organic substrates. Nature, 367: 62-65.

Sutton, R., Sposito, G. (2005) Molecular structure in soil humic substances: the
new view. Environmental science and technology, 39 (23): 9009-9015.

Szilagyi, M. (1971) Reduction of Fe** ion by humic acid preparations. Soil Sci.,
111: 233-235.

Szilagyi, M. (1973) The redox properties and the determination of the normal
potential of the peat-water system. Soil Sci., 115: 434-437.

Szilagyi, M. (1974) Valency changes of metal ions in the interaction with humic
acids. Fuel, 53: 26-28.

Tan, K.H. (2003) Humic Matter in Soil and the Environment: Principles and
Controversies. New York basel, New York: Marcel Dekker, INC., 386p.

Thompson, M.L., Zhang, H., Kazemi, M., Sandor, J.A. (1989) Contribution of
organic matter to cation exchange capacity and specific surface area of
fractionated soil materials. Soil Sci. 148: 250-257.



83

Torrey, J.G. (1986) Endogenous and exogenous influences on the regulation of
lateral root formation. Developments in plant and soil sciences, Kluwer, 20: 31-
66.

Uehara, G. (1978) The chemistry and physics of low acidity clays. In: International
Soil Classification Workshop, Rio de Janeiro: EMBRAPA-SNLCS, p. 21-26.

Uehara, G., Gillman, G. (1980) Charge characteristics of soils with variable and
permanent charge minerals I. Theory. Soil Sci. Soc. Am. J. 44: 250-252.

Uehara, G., Gillman, G.P. (1981) The mineralogy, chemistry and physics of
tropical soils with variable charge clays. Boulder: Westview Press, 170p.

Vaughan, D., Malcolm, R. E. (1985) Influence of humic substances on growth and
physiological processes. In: Vaughan, D. & Malcolm, R. E. (eds.) Soil organic
matter and biological activity. Dordrecht: Martins Nijihoff Dr W. Junk Publisher,
p.37-75.

Velloso, A.C.X., Leal, J.R., Oliveira, C. de. (1993) Propriedades redox em Glei
Humico do Estado do Rio de Janeiro: Il. Avaliagdo pelo parédmetro pe + pH.
Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, 17: p. 23-26.

Velloso, A.C.X. (2002) Mineralogia e quimica de superficie. Apostila de lecionagao
do curso Mineralogia e Quimica de Superficie. UENF, 122p.

Visser, S.A. (1982) Surface active phenomena by humic substances of aquatic
origin. Rev. Fr. Sci. Eau, 1: 285-295.

Volkoff, B., Cerri, C.C., Melfi, A.J. (1984) Himus e mineralogia dos horizontes
superficiais de trés solos de campos de altitude dos estados de Minas Gerais,
Parana e Santa Catarina. Rev. Bras. Ci. Solo, 8: 277-283.

Volkoff, B., Cerri, C.C. (1988) L'humus des sols du Brésil: nature et relation avec
I'environnement. Cah. ORSTOM, Ser. Ped. 24 (2): 83-95.

Wershaw, R.L. (1993) Model for humus in soils and sediments. Environ. Sci.
Technol., 27:814-816

Wilson, S.A., Weber, J.H. (1979) An EPR study of the reduction of vanadium (V) to
vanadium (IV) by fulvic acid. Chem. Geol., 26: 335-345.

Yagi, R., Ferreira, M.E., Cruz, M.C.P. da., Barbosa, J.C. (2003) Organic matter
fractions and soil fertility under the influence of liming, vermicompost and cattle
manure. Sci. Agric., 60: 549-557.

Yeomans, J.C., Bremner, J.M. (1988) A rapid and precise method for routine
determination of organic carbon in soil. Comm. Soil Sci. Plant Anal., 19: 1467-
1476.



84

Zandonadi, D.B. (2006) Bioatividade de Substancias Humicas: Promocao do
desenvolvimento radicular e Atividade das Bombas de H'. Tese (mestrado em
Producao Vegetal) - Campos dos Goytacazes - RJ, UENF, 160p.

Zech, W., Senesi, N., Guggenberger, G., Kaiser, K., Lehmann, J., Miano, T.M,,
Miltner, A., Schroth, G. (1997) Factors controling humification and
mineralization of soil organic matter in the tropics. Geoderma, 79: 117-161.

Zhang, F.S., Zhang, X.N., Yu, T.R. (1991) Reactions of hydrogen ions with
variable charge soils: |. mechanisms of reaction. Soil Sci., 151: 436-443.



APENDICE

85



Quadro 11: Principais atributos quimicos dos Latossolos estudados

Solos Complexo sortivo (cmol.kg™) Ataque por H,SO, e Na,CO; (%)
Ca” Mg™ K Na' ValorS AI"™ H" ValorV P(ppm) C(%) N(%) CI/IN SiO, AlLO; Fe,0; TiO, P,0s MnO Kr Al,0,/Fe,0;

LAe 0,95 0,22 0,03 0,01 1,21 0,13 1,90 58,50 3,00 0,86 0,09 956 14,25 11,80 2,95 0,61 0,07 1,80 4,00
LBdf 1,00 0,20 0,48 0,06 1,70 3,90 3,00 15,50 1,50 430 0,39 11,02 21,75 20,95 18,40 3,03 0,18 0,09 1,13 1,14
Lvj 065 0,35 0,08 0,03 1,10 0,95 0,88 11,00 - 1,28 0,18 7,11 1,00 14,40 54,85 2,12 - - 0,04 0,26
LVAd 0,40 0,30 0,07 0,06 0,83 1,20 0,97 4,00 8,00 295 0,33 894 16,60 18,50 10,00 2,36 - - 1,13 1,85
Lvwf 0,85 0,25 0,55 0,08 1,73 1,10 4,70 14,50 1,50 1,07 0,20 5,35 26,40 20,60 19,80 1,35 0,20 0,08 1,53 1,04
LVAdf 1,20 0,70 0,14 0,04 168 1,30 3,10 17,00 - 1,25 0,16 7,80 1550 17,20 18,50 1,18 - - 1,25 0,93
Lvd 0,60 0,40 0,09 0,02 1,11 0,80 3,30 5,00 1,00 254 0,12 21,20 13,80 32,40 12,70 0,81 0,07 - 0,58 2,55




