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REVEGETACAO DE CAVA DE EXTRACAO DE ARGILA COM
Acacia mangium. II - CARACTERIZACAO QUIMICA DA
HUMINA(

Jolimar Antonio Schiavo(2), Luciano Pasqualoto Canellas(3), Marco
Antonio Martins® & Carlos Roberto Ribeiro Matos(®

RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar a natureza quimica
dos compostos da humina extraida em solo de area degradada pela extracio de
argila, com vegetacgao espontanea de Brachiaria mutica (Forsk.) Stapf e revegetada
com Acacia mangium Willd. Apéds extragao e purificagcio, a humina foi submetida
a transesterificacdo com metanol trifluorato de B (BF;-MeOH), obtendo-se as
subfrag¢oes alifaticas e aromaticas. Essas subfrac¢des foram submetidas a
cromatografia gasosa (Shimadzu GC-17A) combinada com a espectrometria de
massa (Shimadzu GC/MS-qp5050A). Na subfracio alifatica obtida da cobertura
com A. mangium, os compostos identificados foram: hexadecanoato de metila,
octadecanoato de metila, heptadecano e 2-hidroxidodecanoato de metila; ja na
area com B. mutica os compostos foram: 14-metilpentadecanoato de metila e
nonadecanoato de metila. Na subfracao aromatica, os compostos identificados na
cobertura com A. mangium foram os mesmos obtidos naquela com B. mutica, sendo
eles: 14-metilpentadecanoato de metila, 1,2 benzenodioato de 2 etilexila e butila. A
leguminosa arbérea A. mangium proporcionou mudancas na fragido mais
recalcitrante das substancias humicas (humina), extraida da cava de extracio de
argila, preservando maior diversidade de compostos alifaticos.

Termos para indexag¢io: matéria organica, leguminosa, cromatografia gasosa,
espectrometria de massa.
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SUMMARY: REVEGETATION OF CLAY EXTRACTION SITES WITH Acacia
mangium. II - CHEMICAL ASPECTS OF HUMINS

This study aimed at characterizing the chemical aspects of the humin compounds of a
degraded clay extraction area covered with spontaneous vegetation of Brachiaria mutica
(Forsk) Stapf or afforested with Acacia mangium Willd. After extraction and purification,
humin was subjected to transesterification using BF3-MeOH (boron trifluorate methanol)
to obtain the aliphatic and aromatic sub-fractions. These sub-fractions were analyzed by
gas chromatography-mass spectrometry. The following compounds were identified in the
aliphatic sub-fraction of the A. mangium site: methyl hexadecanoate, methyl octadecanoate,
methyl 2-hydroxidodecanoate and heptadecano, on the other hand, in B. mutica site the
compounds were: methyl 14-methylpentadecanoate and methyl nonadecanoate. In the
aromatic sub-fractions the compounds identified in soil samples colleted in A. mangium
site were the same as those identified in B. mutica: methyl 14-methylpentadecanoate, 2-
ethylexila 1.2 benzenodioate and buthyl. The re-vegetation of degraded area with the
leguminous tree A. mangium inmduced changes in the recalcitrant fraction of humic
substances (humin), preserving the diversity of the aliphatic compounds.

Index terms: organic matter, leguminous tree, gas chromatography, mass spectrometry.

INTRODUCAO

O termo humina normalmente se refere a fragio
organica insoltvel remanescente apds extragio dos
4cidos huimicos e falvicos. H4 quase consenso em
considerar a fracdo humina como nao-reativa ou com
seus sitios de reacao bloqueados pela interagdo com a
fragdo mineral do solo (Santos & Camargo, 1999). No
entanto, ela assume papel central no destino de
poluentes organicos (pesticidas, herbicidas,
hidrocarbonetos poliaromaticos e clorados) e na
biodisponibilidade de nutrientes (Alvarez-Puebla et al.,
2004). Além disso, sua suposta natureza inerte nio
corresponde as rapidas mudancas observadas no seu
conteudo em experimentos de curta (Canellas et al.,
2004; Schiavo, 2005) ou longa duracio (Canellas et
al., 2003). Resultados semelhantes foram observados
por Doane et al. (2003), que estimaram, pela técnica
do is6topo 8!3C, a ciclagem de 8 % da fracdo alcalina
insoltivel em apenas um ano de cultivo.

A origem e os caminhos de formacao dos grupos
alifaticos na fra¢do mais insoltvel da matéria organica
humificada permanecem ainda n&o esclarecidos
(Hedges & Oades, 1997). As fontes de compostos
alifaticos incluem componentes macromoleculares
altamente resistentes a degradacido bioldgica
proveniente de plantas, as chamadas cutinas e
suberinas (Nierop, 1998), de microrganismos do solo
(Lichtfouse et al., 1995) e, ainda, da mistura dessas
duas fontes (van Bergen et al., 1997). Inicialmente, a
hipétese de formacgio das huminas esteve associada a
uma dinamica linear de evolu¢do de matéria organica
humificada com uma seqiéncia de formacio de 4cidos
falvicos livres que, com a intensidade do processo de
humificacio, iriam se condensando paulatinamente
até acidos falvicos e estes até acidos himicos. O
nrocesso final de condensacao e nolimerizacao levaria

a formacgdo de macromoléculas insoltveis (Santos,
1984). A predominincia da natureza alifatica nas
huminas observadas diretamente por métodos
espectroscopicos levou ao abandono, nos anos 70, dessa
concepcao linear do processo de humifica¢do. Foi
postulada entdo a via da preservacao seletiva de
biopolimeros recalcitrantes de natureza alifatica,
proveniente de polissacarideos de plantas ou da
atividade microbiana (Lichtfouse et al., 1995).

Grande parte dos trabalhos sobre a natureza
quimica da humina indica que sua composi¢do é
similar a das outras fragoes humificadas do solo,
permanecendo insoluvel devido a elevada proporg¢ao
de residuos de plantas pouco decompostos, a presenca
de material humificado de elevada massa molecular e
a forte associa¢do com a fracdo mineral do solo
(Almendros & Sanz, 1991; Preston & Newman, 1992).
No entanto, tem sido observado nas huminas
predominancia de natureza quimica alifatica, em
particular com enriquecimento em material alquilico
insolavel, revelado tanto por ressonancia magnética
nuclear (RMN) como pela analise de pirdlise acoplada
a cromatografia gasosa (Almendros & Sanz, 1991;
Preston & Newman, 1992; Rice, 2001).

A limitagdo metodolégica para remogao da humina
do solo é a principal responsavel pelo reduzido niimero
de investigagoes a respeito da origem e constitui¢io
quimica desses compostos hiimicos insoliveis. De
acordo com Rice (2001), de 16.808 trabalhos publicados
sobre substancias htimicas, apenas 759 sdo referentes
a fracdo humina, ou seja, em torno de 4,5 %. No
entanto, segundo Almeandros & Sanz (1991), é
possivel, com a utiliza¢do do metanol trifluorato de B,
realizar a remocdo gradativa de constituintes na
humina, possibilitando, posteriormente, o diagndstico
molecular e identificacao dectes
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Algumas leguminosas arbéreas apresentam
elevado potencial de deposic¢ao de serapilheira sobre o
solo, com variagoes de 3,3 Mg ha'l ano'! para Acacia
auriculiformis e Gliricidia sepium, 8,8 Mg ha'l ano!
para Mimosa caesalpiniifolia (Costa et al., 2004), e
9,8 Mg ha'! ano! para Acacia mangium (Andrade et
al., 2000). Com a decomposi¢ao da serapilheira, tém
sido observadas alteracdes nas fragoes humificadas
da matéria organica do solo MOS (Canellas et al.,
2004; Schiavo, 2005).

Em condigbes tropicais e subtropicais, além de a
adicdo de material ao solo ser maior, o processo de
decomposi¢do e humifica¢do é mais intenso. Assim,
segundo Audreux (1996), a fracdo humina representa
70 % das fra¢ées humificadas da MOS. Mesmo
apresentando elevado contetido, nessas condicées nio
tém sido verificadas investigacdes acerca dos
constituintes da fracdo humina.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como
objetivo caracterizar a natureza quimica dos compostos
da humina extraida do substrato de area degradada
pela extragao de argila, com vegetacao espontanea de
braquidria [Brachiaria mutica (Forsk.) Stapf] e
revegetada com acéacia (Acacia mangium Willd).
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em cava de extracio de argila
na profundidade de 0—10 c¢m, com duas coberturas
vegetais: vegetacdo espontdnea de braquiaria
[Brachiaria mutica (Forsk.) Stapf] e revegetacdo com
acacia (Acacia mangium Willd). A amostragem do
solo, o preparo das amostras e o processo de
fracionamento da matéria organica com obtengao das
fragoes acidos falvicos, 4cidos hlimicos e humina foram
realizados de acordo com os procedimentos descritos
em Schiavo (2005).

Apés o fracionamento da MOS, sobre a fragao de-
nominada humina, foram realizados os processos de
extragao e purificacéo (da humina), de acordo com mé-
todo descrito em Almendros & Sanz (1991 ) (Figura 1).
Resumidamente, o residuo com humina foilavado com
agua destilada, suspenso em liquido de densidade 1,8
g cm3 (Nal) e submetido a agitacdo. A fracdo herda-
da da humina foi recuperada por filtracdo apds
centrifugacio.

A purificacéo foi realizada com uma mistura (1:1)
de HCI e HF 1 % durante 12 h a temperatura
ambiente, para posterior extra¢do com metanol e

RESIDUO DE HUMINA

A

’ Humina purificada ‘

|

Transesterificagdo com Metanol Triflorato de Boro
(BF3 McOH)

’ Sobrenadante ‘

’ Fase aquosa ‘ ’

Fase organica ‘

|

’ KOH 1 mol L™! ‘

AN

Subfracdo aromatica

Subfracao alifatica

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
CG/EM

Figura 1. Esquema ilustrando o processo de purificacio e extracio da humina, preconizado por Kolattukudy

ot al (1975) e Almendroe & San7 (1991)
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triclorometano (CH;OH, CHCI;). Apés purificagéo, a
humina foi submetida a transesterificagdo com
metanol trifluorato de B (BF5-MeOH). Em baldo com
rolha rosqueada, foram adicionados 200 mg de
amostra de humina e 10 ml de BF3-MeOH 20 %. O
complexo foi aquecido a 90 °C durante 12 h, livre de
N,, coletando-se o sobrenadante. Apds cinco repeticoes
do processo, o sobrenadante foi centrifugado a
2.000 rpm por 3 min. O sobrenadante foi coletado e a
fase aquosa separada da orgéanica por meio de extracao
liquido-liquido com CHCI;. A fase organica foi tratada
com KOH 1 mol L'! para obtencio das subfracées
alifaticas e aromaticas, de acordo com Kolattukudy
et al. (1975). A subfragdo aromatica foi acidificada e
extraida com éter etilico. Ambas as subfragoes
(alifaticas e aromaéaticas) foram concentradas,
desidratadas com Na,SO, e evaporadas, para posterior
analise de cromatografia gasosa (Shimadzu GC-17A)
combinada com a espectrometria de massa (Shimadzu
GC-MS-qp5050A). A identificacdo dos picos
cromatograficos e dos compostos foi feita por meio de
comparacoes com de compostos conhecidos (tempo de
retencdo) e por similaridade com a biblioteca matriz
NIST.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em razao da presenca de grande niimero de picos,
somente os mais intensos foram selecionados e
apresentados. A atribuigdo da estrutura dos principais
compostos foi realizada com base na andalise
comparativa com o espectro de massa, reportado na
biblioteca NIST, com similaridade acima de 90 %.

No cromatograma da subfracgao alifatica, foi
observada diversidade maior de compostos na humina
extraida do solo com cobertura da acacia (Figura 2b),
em comparacdo com a braquiaria (Figura 2a). De
maneira semelhante, porém menos acentuada que
na subfracéo alifatica, foram observadas diferengas
nos cromatogramas da subfragdo aroméatica em
relacdo a cobertura da cava de extragdo de argila
(Figura 3).

Na subfracéo alifatica sob cobertura da braquiaria,
observou-se predominancia de ésteres metilicos de
acidos graxos tipicos de material vegetal, com maior
intensidade relativa para os picos 1 e 2 (Figura 4a).
Os compostos correspondentes a esses picos foram 14-
metilpentadecanoato de metila (1) e nonadecanoato de
metila (2) (Quadro 1). Na cobertura com acécia, os
picos 3,9, 10 e 12 apresentaram a maior intensidade
relativa (Figura 4b), sendo identificados como ésteres
de acidos graxos de cadeia relativamente longa com
padrao de distribuicdo com predominancia de
compostos de Ci4 até Cyy, como hexadecanoato de
metila (3) e octadecanoato de metila (9) de origem
predominantemente vegetal, e alcanos, como
heptadecano (10) e 2-hidroxidodecanoato de metila (12)

Jolimar Antonio Schiavo et al.

7 8 9 10 i 12 13

TEMPO DE RETENCAO, min

Figura 2. Cromatograma dos compostos organicos da
subfracgio alifatica presentes na humina
extraida de amostras de solo degradado pela
extracao de argila, com vegetacio espontanea
[Brachiaria mutica (Forsk.) Stapf] (A) e em area
com Acacia mangium Willd (B).

(] T 8 2 10 1" 12 13
TEMPO DE RETENCAO, min

Figura 3. Cromatograma dos compostos organicos da
subfracio aromatica presentes na humina
extraida de amostras de solo degradado pela
extracao de argila, com vegetacio espontanea

[Brachiaria mutica (Forsk.) Stapf] (A) e em area
v Aeooecio moaonaiiryn Wailld (B
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Quadro 1. Compostos organicos da subfracgéao alifatica presentes na humina extraida de amostras de solo
degradado pela extracio de argila, com vegetaciao espontanea [Brachiaria mutica (Forsk.) Stapf] e em
area com Acacia mangium Willd

N. pico Tempo de retencio Composto Composicao Estrutura
min Brachiaria mutica (Forsk.) Stapf
CH, 0
1 8,49 14-metilpentadecanoato de metila C17H3402 Chs
HyC 2 o
0
2 9,76 Nonadecanoato de metila C20H4002 HaC _CHs
18 ©
CHy
3 10,54 7-cicloexiltridecano CsoHrs 3
—oHs
I
_— o/é\)?cm
4 12,16 Ftalato de dioctila C24H3504
o CHs
o
o
Acacia mangium Willd o
1 7,56 Nonadecanoato de metila C20H4002 HsC _CHs
17 ©
CHy 0
2 8,25 14-metilpentadecanoato de metila C17H340:2 CHy
HsC 12 o
o
3 8,51 Hexadecanoato de metila C17H3402 HaC _CHs
14 O
CHy I
4 8,78 12-metiltetradecanoato de metila Ci16H120 HaC _cHy
10 ©
CHy I
CcH
5 8,91 15-metilexadecanoato de metila C1sH3602 H3C%O/ ’
CHy I
6 9,16 15-metilexadecanoato de metila Ci1sH3602 -
/ 3
HsC 3 Yo
0
_CHy
7 9,35 2-hidroxidodecanoato de metila C13H2605 feC™ Y D °
OH
0
8 9,65 Octadecanoato de metila C19H3602 H3C\éajk _CHs
16 ©
0
9 9,77 Octadecanoato de metila C19H3602 ”30%0/“3
16
10 10,21 Heptadecano Ci7Hse HsC. CHs
P 170136 %

continua...
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Quadro 1. Continuacéao
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N. pico Tempo de retencio Composto Composicao Estrutura
min Acacia mangium Willd o
11 10,29 11-ciclopentilundecanoato de metila C17H320: W P
9 o
0
12 10,55 2-Hidroxidodecanoato de metila C13Hz2603 s
Hae\ /9 o
OH
0
13 10,93 Eicosanoato de metila C21H420:2 Hac% P
18 ©
FF o
14 11,83 Heptaflurobutanoato de pentadecila C19H51F702 FMO/H]}CH
s
P FF
o
15 12,00 Docosanoato de metila C23H4602 HiC oh
'3 / 3
20 ©
o
16 12,16 1,2 Benzenodioato de ditridecila C34Hs5504 © 126
o CHy
M
o
0
17 13,21 Tetracosanoato de metila C25H5002
HaC. _CHy
2 ©

INTENSIDADE
RELATIVA, %

B

10,54 12,16

—— N W W B A
ShomonmononS

(2)
1
u |
8,49 9,76

51
0+

O DD/ DAL SN
A7 e 9 T o

N D o S D o A
PYVPED Qs
AR \\i’ \'\"C"}

TEMPO DE RETENCAO, min

Figura 4. Percentagem relativa dos compostos organicos da subfracéo alifatica presentes na humina extraida
de amostras de solo degradado pela extracio de argila, com vegetacio espontanea [Brachiaria mutica
(Forsk.) Stapf] (A) e em area com Acacia mangium Willd (B). Os numeros nas barras dos graficos
referem-se aos picos correspondentes dos cromatogramas.

(Quadro 1). De acordo com Nierop (1998), os n-alcanos
com maior nimero de C na estrutura sio tipicamente
provenientes de residuos de plantas.

Na subfragdo aromética, na cobertura com
braquidria os picos 2, 3 e 4 mostraram maior
intensidade (Figura 5a), sendo os compostos
identificadoc comn 14-metilnentadecannato de metila

(2), 1,2 benzenodioato de 2-etilexila e butila (3) e
octadecanoato de metila (4), respectivamente
(Quadro 2). De maneira semelhante, na cobertura
com acicia os picos 2, 3 e 4 apresentaram maior
intensidade (Figura 5b), obtendo-se os mesmos
compostos, exceto para o pico 4, que foi identificado

Armn narnadocrannato do metila (A (Oq11advA )
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(a)

w A
n =

INTENSIDADE
RELATIVA, %
N~
>

5,62 8,5 8,8 9,77 9,88 11,32 11,84

12,38
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(b)

45 3
40
35
30
25
20 2 4
15
10 1
5
0 . . . .
5,6 8,49 8,8 9,76

n N

11.32 12,15

TEMPO DE RETENCAO, min

Figura 5. Percentagem relativa dos compostos organicos da subfracio aromatica presentes na humina extraida
de amostras de solo degradado pela extracio de argila, com vegetacio espontanea [Brachiaria mutica
(Forsk.) Stapf] (A) e em area com Acacia mangium Willd (B). Os numeros nas barras dos graficos
referem-se aos picos correspondentes dos cromatogramas.

Almendros & Sanz (1991), trabalhando com
humina extraida de trés diferentes solos, em condic¢oes
de clima temperado, verificaram que, da amostra
enriquecida com humina, apenas 6 a 8 % foi soltvel
em CH;Cl;, apresentando a mesma proporg¢ado das
subfragoes alifaticas e aromaticas. Esses mesmos
autores observaram grande variedade de compostos
orgénicos, sendo o acido benzenocarboxilico dimetoxi
0 composto mais abundante na subfracao aromética,
e 0 4cido graxo mono e diendico, na subfracio alifatica.
No presente trabalho, a percentagem de material
extraido da amostra enriquecida com humina foi de
aproximadamente 20 %. Essa maior percentagem
pode ser justificavel, uma vez que, em condi¢des
tropicais, o processo de adi¢ao de material ao solo é
maior, bem como sua decomposicio e humificacio sdo
mais intensas, onde a fra¢gio humina representa 70 %
das fra¢oes humificadas da MOS (Audreux, 1996).

Foi constatada grande abundancia de ésteres de
acidos graxos nos compostos obtidos da humina
(Quadros 1 e 2). Nas huminas isoladas da drea com
cobertura de acicia, além da diversidade maior de
compostos na fracdo subalifatica, foi observada
presenca de n-alcanos de cadeia curta, tipico do
metabolismo de microrganismos. Na fracéo alifatica
da humina obtida da area de gramineas, observou-se
predominio de composto com cadeias carbénicas mais
numerosas, tipico de residuos vegetais alifaticos como
produtos da decomposi¢do parcial da cutina e da
suberina. De modo geral, é possivel indicar que o
maior aporte de serapilheira na area de cava com
acacia e o maior conteiido de N nesse material,
proveniente da fixacdo biolégica de N,, permite
atividade biolégica mais intensa. A incorporacéo de
unidades alifaticas mais variadas nessa humina é
reflexo direto dessa atividade maior.

Independentemente da cobertura da cava, como
observado por Almendros & Sanz (1991), a presenca
de compostos de cadeias longas, principalmente na
subfracao alifatica node estar relacionada a nolimeros

tipicos encontrados em plantas superiores, como
cutina e suberina. Devido a diferentes tipos de residuos
de plantas, ao complexo processo de origem e diagénese
da fracdo do htimus do solo, bem como as reagoes de
protecdo fisica da humina com as argilas minerais
contra o ataque microbiano, é compreensivel a
preservacgiao de compostos como cutina e suberina na
fracdo recalcitrante da MOS. Por sua vez, com a agao
microbiolégica sobre os residuos mais resistentes das
plantas, compostos como ésteres podem ser
incorporados, promovendo transformagio do material
da humina.

Frequientemente, os polifendis na serapilheira sdo
correlacionados negativamente com a velocidade de
decomposigao, considerando a capacidade de tal grupo
de substancias de se complexar com as formas de N,
tornando este elemento menos disponivel para a
comunidade decompositora (Constantinides & Fownes,
1994). Dos fatores relacionados com a qualidade
quimica da serapilheira, a concentracgao de polifendis
acima de 40 g kg'! é considerada capaz de limitar a
decomposi¢cao (Palm et al., 2001), na qual estéo
incluidas folhas e estruturas reprodutivas da acécia
(Costa et al., 2004). Dessa maneira, mesmo com
elevado teor de polifendis no material formador da
serapilheira sob cobertura com acécia, a fracao mais
recalcitrante da MOS apresentou alteracdes,
mostrando maior diversidade de compostos alifaticos,
o0 que provavelmente se deve as caracteristicas
quimicas dos residuos da leguminosa.

Neste trabalho, foi verificado que a composicao da
fracdo humina é modificada pela alteragao da cobertura
da cava, mas sua natureza quimica é essencialmente
preservada, isto €, com acimulo de ésteres metilicos
de 4cidos graxos e n-alcanos na fragao subalifatica e
acidos graxos e acidos benzeno carboxilicos na fragéo
subaromatica. Essa natureza alifatica predominante,
segundo Almendros & Sanz (1992), é semelhante a
observada em huminas isoladas de solos e sedimentos
de clima temperado
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Quadro 2. Compostos organicos da subfracao aromatica presentes na humina extraida de amostras de solo
degradado pela extracio de argila, com vegetacido espontanea [Brachiaria mutica (Forsk.) Stapf] e em
area com Acacia mangium Willd

N. pico Tempo de retencao Composto Composicao Estrutura

min 8
Brachiaria mutica (Forsk.) Stapf .

1 5,62 2,6-di-tert-butil-4-metilfenil metilcarbamato Ci9H2s03 o /

)—NH
t-Bu o
CHg o
2 8,50 14-metilpentadecanoato de metila C17H3402 Hc)\ﬁko/%
'3 12
3 8,80 1,2-benzenodioato de 2-etilexila e butila C20H3004 0/\(63\

4 9,717 Octadecanoato de metila C19H3s02 e T o
o

5 9,88 Octadecanoato de metila C19H3502 HC O/CHa
16

6 11,32 Cicloexanol CeH120

7 11,84 Cicloexanol CsH120

8 12,38 . o CsoHio2
tetradecanoiloximetiletil

o 14
Octadecanoato de 2-hexadecanoiloxi-1- \HL Ji/\(f
16 ©

Acacia mangium Willd

-
0
1 5,6 Benzenodioato de dimetila C10H1004 o
CHy
o
CHy o
2 8,49 14-metilpentadecanoato de metila C17H3402 M _CHs
HaC 2 o
o
3 8,80 1,2-benzenodioato de 2-etilexila e butila C20H3004 0/\(62\
0.
¥
)
o
4 9,76 Nonadecanoato de metila C20H4002 HyC P
18 O
5 11,32 Cicloexanol CsH120 o
I
6 12,15 1,2-benzenodioato de diisooctila C3sH7403
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CONCLUSOES

1. A presenca da leguminosa arbérea Acacia
mangium proporciona mudangas na composigao
quimica da fracdo mais recalcitrante (humina) das
substancias hiimicas extraidas da cava de extracao
de argila, com abundancia relativa de compostos
alifaticos maior do que a de compostos extraidos da
subfracdo aromatica.

2. De modo geral, os compostos organicos obtidos
da fra¢do humina apresentam elevada quantidade de
ésteres metilicos de acidos graxos.
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