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RESUMO

ASSIS, Cristiane Pereira de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2008. Matéria
organica de Latossolos Humicos: analises térmica e espectroscopica, efeito do uso e
correcido quimica. Orientador: Ivo Jucksch. Co-orientadores: Eduardo de S& Mendonga e
Julio César Lima Neves.

Este estudo teve por objetivo principal contribuir na elucidagdo de varios aspectos
relacionados com o comportamento da matéria organica (MO) em solos altamente
intemperizados. Foram coletadas seis amostras de Latossolos com horizonte A humicos em
trés regides de Minas Gerais: 1) Sericita, (sob café, pastagem, samambaias e fragmento de
Mata Atlantica); 1) Mutum (sob fragmento de Mata Atlantica); e iii) Araguai (sob Cerrado).
Amostras compostas foram obtidas para as camadas entre 0-10 e 60-100 cm de profundidade
no horizonte A. Para a regido de Sericita também foram coletadas amostras da serapilheira
produzida sob caf¢, pastagem e fragmento de Mata Atlantica para a analise comparativa da
composi¢dao lipidica. Os lipidios (do solo e da serapilheira) foram extraidos com
diclometano/metanol (3:1, v/v) utilizando sistema Soxhlet e analisados por cromatografia a
gas e espectrometria de massa. As amostras de solo, coletadas em todas as regides foram
submetidas ao procedimento de extracdo e purificacdo dos acidos himicos (AH) e fulvicos
(AF), os quais foram caracterizados por analise elementar; espectroscopia no UV-visivel e no
infravermelho (FTIR), ressonancia magnética nuclear (“C-RMN) e termodegradagdo por
dessor¢do (280 °C) e pirdlise (610 °C). Em Sericita na camada de 0-10 cm, o solo sob mata
natural apresentou maior teor de lipidios que o solo cultivado. Houve preservagao seletiva no
horizonte humico de biopolimeros alifaticos originados da serapilheira, com acumulo entre
60-100 cm. Detectou-se também maior preservacdo de compostos alcanos de cadeia curta em
solo sob vegetacao natural. A composicao lipidica sobre diferentes agroecossistemas permitiu
avaliar mudancas relacionadas com o uso da terra. As técnicas aplicadas no estudo dos AH e
AF foram eficientes para elucidar as diferengas estruturais entre essas fragdes, assim como
suas modificagdes no perfil do solo. Por meio do UV-visivel foi possivel evidenciar a
contribuicdo de pigmentos melanicos de origem fingica como explicagdo do escurecimento
observado em subsuperficie do horizonte A htimico. Os espectros no FTIR revelaram que os
AH extraidos da regido de Cerrado apresentaram menor processo de descarboxilacdo,
desidratacdo, condensacdo e aromatizacdo que aqueles extraidos em regides de Mata
Atlantica. A caracterizagdo dos AH através do *C —RMN indicou uma rota de humificacio
no sentido da diminui¢do de grupamentos alquilicos e aumentos na regido de sinal do C-

aromatico. Os resultados da termodegrada¢ao mostraram que AH e AF extraidos na superficie
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sdo estruturalmente mais ricos que aqueles de subsuperficie e, que sob vegetacdo natural ha
maior propor¢do de compostos nitrogenados na estrutura humica da MO. Os resultados
também indicaram que o aumento no sinal do C-aromatico foi devido a presenca de benzenos
e tolueno. Detectou-se maior proporcao de estruturas ricas em polissacarideos nos AF
extraidos entre 60-100 cm de profundidade, revelando importantes movimentagdes desses
acidos no perfil. Nos primeiros 10 cm, o uso agricola do solo promoveu redugdes nos
compostos alifaticos e nitrogenados na estrutura dos AH e, de compostos fenolicos, de
lignina, 4cidos graxos e nitrogenados na estrutura dos AF. A termodegradacdo por dessor¢ao
e pirdlise revelou que o aumento do grau de aromaticidade (~20%) verificado por *C-RMN
para os AH extraidos entre 60-100 cm, correspondeu principalmente a incorporagao estrutural
de compostos nitrogenados heterociclicos. Os processos que conduziram a estabilizagdo
estrutural envolveram acimulos de compostos nitrogenados, aromaticos e alifaticos em AH e
de compostos aromaticos e fendlicos em AF. As caracteristicas carboxilicas e fendlicas dos
AF os tornam componentes chaves nos processos de complexacao e translocagdao de Fe e Al
nesses horizontes tropicais humicos. Em razdo da intensa utilizacdo dos Latossolos Hiimicos
com cultivos de café e pastagem na regido de Sericita, avaliou-se, paralelamente, o impacto de
praticas agricolas como calagem, adubagao fosfatada e adicdo de fonte de carbono (sacarose)
labil na decomposi¢do da MO. Para tanto, foi montado um experimento em delineamento
inteiramente casualizado num esquema fatorial 5x2x2, sendo cinco niveis de calagem (0; 0,5;
1; 2 e 3 vezes a quantidade necessaria para elevar a saturagcdo de bases do solo a 60%), dois
niveis de aduba¢do fosfatada (com e sem) e dois niveis de fonte de C labil na forma de
sacarose (com e sem). Curvas de respiracdo foram estabelecidas a partir das quantidades
acumuladas de C-CO; liberado durante 136 dias e ajustadas ao modelo de cinética de primeira
ordem. Apds o periodo de incubagdo foram avaliados o C total do solo e das fracdes
humificadas (humina, htimico e fulvico). A producao total de C-CO, acumulado no tempo foi
afetada positivamente pela presenga de sacarose. A fragdo fulvica do solo tendeu a aumentar
com a adi¢cdo de sacarose e reduzir com a presenca de fosfato. Observou-se também, com a
calagem, reducdo do C da fracdo acido humico, e incremento no C da fragdo humina. Os
resultados indicam que praticas agricolas como calagem, adubagdes fosfatadas e adigdes de
residuos na forma de C-1abil alteram a dindmica do C da matéria organica de Latossolos com

horizontes A hamicos.
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ABSTRACT

ASSIS, Cristiane Pereira de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2008. Organic
matter of humic Latosol (Oxisol): thermal and spectroscopic analyses, land use and
chemical correction. Adviser: Ivo Jucksch. Co-advisers: Eduardo de S4 Mendonga and Julio
César Lima Neves.

The objective of this study was to contribute to the clarification of several aspects related to
the behavior of organic matter (OM) in highly weathered tropical soils. Six samples of humic
A horizon Latosol were collected from three sites in Minas Gerais: 1) Sericita, (under coffee
crop, pasture, ferns and Atlantic Forest fragment); ii) Mutum (under Atlantic Forest
fragment); and iii) Araguai (under Savanna). Composed samples were obtained for the 0-10
and 60-100 cm deep layers in the A horizon. At the Sericita site, samples of litter under coffee
crop, pasture and Atlantic Forest fragment were collected for comparative analyses of lipid
composition.  Lipids  (from litter and soil) were  Soxhlet-extracted  with
dichloromethane/methanol (3:1 v/v) and analyzed by gas chromatography-mass spectrometry.
Soil samples collected from all the sites were processed for extraction and purification of
humic (HA) and fulvic (FA) acids, which were characterized by elemental analysis; UV-
visible and infrared spectroscopy (FTIR), nuclear magnetic resonance ("C-NMR) and
thermal desorption (280 °C) and true pyrolysis (610 °C). In Sericita, the soil under the forest,
in the 0-10 cm layer, showed higher lipid content than the soil under cultivation. There was
selective preservation of alyphatic biopolymers from the litter, accumulating in the 60-100 cm
layer. It was also detected a greater preservation of short chain alkanes in soils under forest.
The lipid composition under different agroecosystems allowed the evaluation of changes
related to land use. The techniques used for analyzing HA and FA were efficient to elucidate
the structural differences between these frations, as well as the changes in the soil profile. The
UV-visible spectroscopy showed the contribution of fungal melanin pigments as the most
probable cause for the darker color of the humic subsurface A horizon. FTIR spectra revealed
that HA extracted from the Savanna site showed less decarboxylation, dehydration,
condensation and aromatization than the ones from Atlantic Forest sites. HA characterization
through "*C - RMN indicated a humification pathway tending to decrease alkyl groups and
increase the C-aromatic signal region. Thermodegradation showed that HA and FA extracted
from topsoil were structurally more diverse than those from the subsurface and under natural
vegetation there was more N-compounds in the humic structure. The results also indicated
that the increase in the C-aromatic signal was caused by benzenes and toluenes. Higher

proportion of polysaccharides was detected in FA from the 60-100 cm layer, revealing
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important movements of these acids in the soil profile. In the topsoil, the agricultural use of
the soil caused reduction in aliphatics and N-compounds at the HA structure, and phenolic,
lignin, fatty acids and N-compounds at the FA structure. Thermodegradation by desorption
and pyrolysis showed that the increase in aromatic level (~20%) verified by >C-NMR for HA
extracted between 60-100 cm corresponded mainly to the structural incorporation of
heterocyclic N-compounds. The structural stabilization involved accumulation of N-
compounds, aromatic and aliphatic compounds in HA, and aromatic and phenolic compounds
in FA. The carboxylic and phenolic attributes of FA are key components in complexation and
translocation of Fe and Al in tropical humic horizons. Because the intense use of humic
Latosols with coffee crop and pasture in Sericita, the impact of agricultural practices such as
liming, fertilization and incorporation of labile carbon sources (C) on OM decomposition was
evaluated in parallel. The experiment arranged in a complete randomized design, in a 5x2x2
factorial scheme, with five liming levels (0; 0.5; 1; 2 and 3 times the amount needed to
increase base saturation to 60%), two levels of phosphate (with and without) and two levels of
labile C source as sucrose (with and without). Respiration curves were established from the
accumulated CO; liberated during 136 days and then fitted to the first order kinetic model.
Following the incubation period, C total in the soil and humic fractions (fulvic, humic and
humin) were evaluated. The total C-CO, production accumulated over time was positively
affected by the sucrose. The fulvic acid fraction in the soil tended to increase with sucrose
addition, but reduced in presence of phosphate. Liming caused reduction in C of the humic
acid fraction but increased C of the humin fraction. Results indicated that agricultural
practices such as liming, phosphate fertilizations and addition of residues in the form of labile

C changed the C dynamics in organic matter of humic Latosols.
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INTRODUCAO GERAL

A matéria organica do solo (MOS) tem papel fundamental no controle biogeoquimico
do C no ecossistema global. Nos solos tropicais, onde a taxa de mineralizacdo da MOS ¢
maior, o conhecimento estrutural dos componentes da MOS que regem o ciclo do C ¢
essencial.

Latossolos humicos sdo caracterizados por apresentarem grande quantidade de matéria
organica em seu horizonte A, tendo a mesma como carater diagnostico na classificagdo destes
solos. Contudo, até onde sabemos, essa matéria organica raramente tem sido “estruturalmente
caracterizada”. Dada a importidncia da matéria organica no manejo ¢ classificagdo destes
Latossolos, o conhecimento estrutural da mesma ¢é fundamental no entendimento dos
processos de formagdo, assim como a propria evolucdo da fracdo orgénica nos espessos
horizontes A desta unidade de solo. As mudancas estruturais induzidas por fatores antropicos,
como por exemplo, pela ocupacdo agricola destes solos, necessitam ser mais investigadas.
Com o objetivo de caracterizar a matéria organica presente em horizontes A humico de
Latossolos e avaliar o impacto do uso do solo na constituicdo da mesma foram elaborados
quatro capitulos para esta tese.

O componente hiimico do solo soluvel em alcali (dcidos himicos e fulvicos), os quais
nesta tese foram extraidos com NaOH 0.1 mol L, pode ser caracterizado através de varias
ferramentas analiticas: analise elementar do teor de C, N, H e O; técnicas espectroscopicas
(infravermelho, uv-visivel, ressondncia magnética nuclear,...); e técnicas termodegradativas
(termogravimetria, dessor¢do térmica e pirdlise). No geral, a maioria dos trabalhos utiliza
combinagdes entre diferentes técnicas, complementando os resultados obtidos de forma a
elucidar a rede macromolecular complexa das substancias humicas. Para o Capitulo I desta
tese, intitulado “Caracterizacao de acidos humicos e fulvicos em horizontes A hiumicos de
Latossolos de Minas Gerais”, foram extraidos e purificados 4cidos humicos e fulvicos de
Latossolos Humicos de diferentes regides de Minas Gerais. Na purificagdo dos acidos
fulvicos, a fragdao nao retida em XAD-8 também foi analisada. Com o objetivo de caracterizar
e avaliar a participacdo dessas fracdes no processo de humificacdo utilizou-se de técnicas
analiticas como a andlise elementar (CNHO), espectroscopia no uv-visivel e no infravermelho
e ressonancia magnética nuclear do "*C.

Dando continuidade no estudo da caracterizagdo da matéria organica, no sentido de
seu desvencilhamento estrutural, elaborou-se o II capitulo desta tese, intitulado “Dessor¢ao e

pirdlise de acidos humicos e fulvicos extraidos de um Latossolo Vermelho-Amarelo



himico sob café e pastagem na Zona da Mata Mineira”. Os fragmentos gerados durante a
dessor¢dao (280 °C) e pirdlise (610 °C) dos acidos humicos e fulvicos extraidos, foram
separados por cromatografia gasosa e identificados por espectrometria de massa. A obtengao
da “impressao digital” da estrutura desses acidos foi utilizada para avaliar a composigdo e
origem dessas fragdes, sua evolugdo no perfil, assim como as transformagdes promovidas
pelas mudangas no uso da terra.

A MOS pode ser dividida em componentes humicos e nao-humicos. Dentro deste
ultimo existe a fracdo extraivel com solventes orgéanicos, conhecida como fracao lipidica do
solo. A composi¢do lipidica de solos tropicais tem sido raramente documentada. O estudo
dessa fragdo permite avaliar a contribuicao da biomassa vegetal (serapilheira e raizes) e do
solo (microrganismos), sendo que modificagdes na mesma podem ser percebidas em
diferentes situacdes de uso e manejo do solo. Diante do exposto, o Capitulo III intitulado
“Status of total lipids extracts in a subtropical Humic Latosol under grassland and
coffee land use” objetivou avaliar as diferengas na composi¢ao lipidica entre a superficie e
subsuperficie de um horizonte A himico, assim como as alteracdes em fungdo do uso com
café e pastagem.

O cultivo do solo geralmente aumenta o fluxo de CO, para a atmosfera,
principalmente em solos tropicais onde as taxas de ciclagem da MOS s3ao mais elevadas. O
uso intensivo dos Latossolos humicos com cafezais e pastagem na Zona da Mata Mineira, ¢ a
importancia destes solos no estoque de C regional justificou a realizag¢do do trabalho descrito
no Capitulo IV, o qual tratou da “Influéncia da Corre¢ao da Acidez, Adubacio Fosfatada e
Adicao de Sacarose na Matéria Organica de um Latossolo Vermelho-Amarelo Hiumico”.
Devido a baixa atividade microbiana destes solos, o estimulo da mesma acarreta importantes
mudangas na dinamica da MOS. Por outro lado, a influéncia das praticas agricolas sobre a
fragdo humificada do solo é de extrema importancia, uma vez que as mesmas respondem por
mais de 80% do C no horizonte A destes Latossolos. Para tanto foi conduzido ensaio de
respirometria em fatorial completo com cinco niveis de calagem, dois niveis de adubacdo
fosfatada e dois niveis de sacarose. Avaliou-se a evolu¢ao de C-CO, durante 136 dias, com
subseqiiente analise da atividade microbiana (respiragdo), C do solo e das fra¢cdes humificadas

(falvico, himico e humina).



I - Caracterizacao de Acidos Himicos e Fulvicos em Horizontes A Himicos

de Latossolos de Minas Gerais.
RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar as mudangas estruturais de substancias himicas
envolvidas no processo de humificagdo em Latossolos com horizonte A himico. Para tanto,
acidos humicos e fulvicos (fragdo nao adsorvida e adsorvida em resina XAD-8) foram
isolados de seis Latossolos Humicos de Minas Gerais sob diferentes coberturas vegetais.
Foram coletadas amostras superficiais (0-10 cm) e subsuperficiais (60-100 cm) dentro do
horizonte A hamico. As amostras purificadas foram caracterizadas através da andlise
elementar, espectroscopia no visivel, espectroscopia no infravermelho com transformada de
fourier (FTIR) e dos estudos do *C- NMR em polarizagdo cruzada (CP) e spinning do angulo
magico (MAS). Estruturalmente, a fracdo filvica ndo adsorvida em resina XAD-8 (AF-1)
diferenciou-se dos acidos fulvicos retidos nesta resina (AF-2), apresentando maiores teores de
H e O e, maior razdo E4/Es. Acidos himicos (AH) possivelmente apresentam diferentes graus
de pigmentacdes no perfil, sendo que na camada de solo entre 60-100 cm, os pigmentos
melanicos podem ser de origem fungica. Espectros de FTIR revelaram que AF-1 estd
composta principalmente por polissacarideos e compostos de lignina. Os AH extraidos da
regido de cerrado apresentaram menor processo de descarboxilacdo, desidratacgdo,
condensagdo e aromatizagao que aqueles extraidos em regides de mata atlantica. Diferengas
estruturais em fungdo da textura do solo foram observadas nos espectros de FTIR e °C NMR.
Os AH apresentaram rota de humificag¢do no sentido da diminui¢ao de grupamentos alquilicos
e aumentos em aromaticos. As técnicas de caracterizagdo utilizadas permitiram detectar
importantes alteracdes estruturais no compartimento humificado no perfil de Latossolos

Humicos.

Palavras Chaves: Substancias himicas, solos tropicais, FTIR, 13C, humificagao



SUMMARY: Characterization of humic and fulvic acids isolated from humic
A horizon of Latosol (Oxisols) from Minas Gerais, Brazil

The objective of this work was to study structural changes in humic substances
involved in humification of humic A horizon Latosols. Humic and fulvic acids (adsorbed and
non-adsorbed fraction in XAD-8 resin) were isolated from six humic Latosols from Minas
Gerais under different vegetation covers. Topsoil samples (0-10 cm) and subsurface soil (60-
100 cm) were collected from the humic A horizon. The purified samples were characterized
through elemental analysis, UV-visible spectroscopy, Fourier transform infrared (FTIR) and
studies of "*C nuclear resonance in cross polarization and magic angle spinning (*C — NMR).
Structurally, the fulvic fraction, non-adsorbed in XAD-8 (FAs-1) was different from the fulvic
acids adsorbed in the same resin (FAs-2), presenting higher contents of H and O, and larger
E4/E¢ratio. Humic acids (HAs) possibly present different levels of pigmentation in the profile,
and at 60-100 cm melanin pigments can have fungal origin. FTIR spectra showed that FAs-1
consisted mainly of polysaccharides and lignin compounds. HAs extracted from the Savanna
presented less decarboxylation, dehydration, condensation and aromatization, than those
extracted from the Atlantic Forest site. Structural differences as a function of soil texture were
found in FTIR and C NMR spectra. HAs showed a humification pathway toward the
decrease of alkylic groups and increase of aromatic groups. The characterization techniques
used in this study allowed the detection of important structural changes in the humified

compartment in the profile of humic Latosols.

Key words: Humic substances , tropical soils, FTIR, 13C—NMR, humification



1-INTRODUCAO

Em solos tropicais, ha necessidade de se conhecer melhor as mudangas estruturais da
matéria organica do solo (MOS) decorrentes dos processos de humificagdo. Latossolos
Humicos sdo solos altamente intemperizados que apresentam horizonte A espesso (de até 200
cm), ricos em matéria organica, sendo encontrados principalmente nas regides Sudeste e Sul
do Brasil (Ker, 1999). A ocorréncia desses solos estd quase sempre relacionada a ambientes
distroficos, alicos, areas de relevo movimentado e de altitude. O horizonte A desses solos
estoca em média 30,26 kg m™ de C (Andrade et al. 2004), sendo que, se forem consideradas
as variagdes na profundidade desse horizonte entre 60-200 cm, os mesmo podem ser
considerados importantes reservas de C nos tropicos. A hipdtese de serem solos
remanescentes de superficies estaveis e antigas, submetidos a varios ciclos de intemperismo,
de pedogénese, de a¢do da fauna do solo e de cobertura vegetal, ¢ suportada por Silva &
Vidal-Torrado (1999). Esses mesmos autores concluiram que o espessamento desses
horizontes htimicos resulta da adi¢do, transformagao e a translocacdo de materiais organicos
no perfil do solo pela acdo da fauna. Assim, por se tratarem de solos profundos,
intemperizados e ricos em C, sdo relictos chaves para o conhecimento das rotas de
humificacdo em ecossistemas tropicais.

A natureza do humus e a distribuicao das fragdes humificadas variam com o clima,
cobertura vegetal, acidez, presencga ou auséncia de bases, drenagem e textura do solo (Zech et
al., 1997; Volkoff et al., 1984), fatores esses que influenciardo um conjunto de reagdes de
descarboxilagdo, desidratacdo, oxidacdo e hidrélise em diferentes fases do processo de
humifica¢do. Essas fases podem ser estudadas através das observagdes das modificagdes
estruturais do himus ao longo do perfil no solo, principalmente com relagdo as distintas
distribuicdes das espécies de carbono (C) (Zech et. al., 1997). O entendimento desses
processos em Latossolo Humicos poderia contribuir para elucidar varios aspectos
relacionados com a humificacdo da MOS nos trépicos.

O avango das andlises instrumentais, principalmente os métodos espectroscopicos, tem
possibilitado caracterizacdes mais definidas da estrutura da MOS. A técnica BC CP-MAS
NMR (ressonancia magnética nuclear do °C com polarizagio cruzada e rotagdo em torno do
angulo magico) tem sido amplamente usada nos estudos das substancias hiimicas, permitindo
avancos consideraveis na compreensdo da composicao estrutural de 4cidos humicos e fulvicos

(Gonzélez-Vila et al., 1976; Preston, 1996; Knicker et. al., 2006). Em complementagdo aos



dados por °C NMR, as analises de FTIR tém contribuido para a identificacdo de grupos
funcionais, como carboxilicos, hidroxilicos, polissacarideos, aminas e outros (Piccolo &
Stevenson 1982; Stevenson 1994). Nos estudos de FTIR, recentemente tem sido usado a
analise de cluster para identificagdo e diferenciacdo de grupos de compostos (Pappas et al.,
2008). Van Dijk & Van Hulle apud Krier et al. (2007) propuseram o uso de agrupamentos
hierarquicos em funcdo da similaridade mutua entre as varidveis espectrais. Muitos autores
tém utilizados indices derivativos provenientes da espectroscopia do UV-Visivel para avaliar
o grau de humificacdo de substancias humicas extraidas de materiais organicos de diversas
origens (Chen et al., 1977; Plaza et al., 2007).

Para este trabalho foram caracterizados acidos humicos (AH) e fulvicos (AF) de
horizontes A humicos de Latossolos, com o objetivo de comprovar a hipdtese de que existem
diferengas na distribuicdo de formas de C no perfil de solo dada as diferentes rotas de

humificacao.
2 - MATERIAL E METODOS

2.1 — Solos

O trabalho foi realizado com amostras de Latossolo Himico, coletados em seis areas
no Estado de Minas Gerais (Tabela 1), cujas caracteristicas fisico-quimicas estdo apresentadas
na Tabela 2. Em fun¢do da policromia apresentada por esses horizontes, foram coletadas
amostras superficiais (0-10 cm) e subsuperficiais (60-100), de forma a caracterizar o material
organico no perfil, contemplando o gradiente de pigmentacao apresentado. As amostras foram
secas ao ar, peneiradas a 2 mm e submetidas ao procedimento de extracdo e purificagdo das

substancias himicas.

Tabela 1 — Caracteristicas ¢ identificagao das areas estudadas

Altitude a.s.l. Clima

Amostras” Vegetacio Localizacao o Litologia
setas ¢ (m) (Kppen) s
LH1 Café (Coffea arabica — 12 anos) Sericita -MG 750 Cwb Migmatito
Pastagem .. . .
LH2 (Melinis minutiflora — 40 anos) Sericita-MG 750 Cwb Migmatito
LH3 Fragmento de Mata Atlantica Sericita-MG 750 Cwb Migmatito
Samambaia .. . .
LH4 (Pteridium aquilinum) Sericita-MG 1100 Cwb Migmatito
LHS Fragmento de Mata Atlantica Mutum-MG 620 Cwa Gnaisse-Migmatito
LH6 Cerrado Araguai-MG 750 Aw Gnaisse-Quartzito

* LH = Latossolo com horizonte A hiimico



Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas dos solos estudados

pH CcoT NT CTC
Amostras® . Areia Silte Argila
(H,0) (%) (%) (cmol kg ™)
0-10 cm
LH1 5,1 3,3 0,3 12,4 33 11 56
LH2 4,9 3,5 0,3 12,6 29 7 64
LH3 4,8 2,6 0,3 11,7 33 11 56
LH4 5,7 4,2 0,4 15,5 37 29 34
LHS5 54 4,7 0,3 15,4 59 12 29
LH6 4,2 5,1 0,2 16,9 41 6 53
60-100 cm
LHI 4,8 2,8 0,1 11,2 33 11 56
LH2 5,1 3,0 0,2 11,0 29 7 64
LH3 5,0 2,7 0,2 10,2 33 11 56
LH4 5,5 4,7 0,3 14,6 37 29 34
LH5 5,5 3,7 0,2 15,7 61 12 27
LH6 4,3 2,7 0,1 11,0 40 4 56

™ Para identificagdo das amostras ver Tabela 1.

2.2 — Extracao e purificacio dos acidos hiamicos e falvicos

Os solos foram submetidos a tratamento prévio com diclorometano/metanol, para
remog¢ao dos compostos lipidicos livres, de forma a evitar sua extracdo conjunta com as
fragdes alcalinas soltiveis. Em seguida, para extragdo e purificacdo dos AH e AF, foi utilizado
método proposto pela Sociedade Internacional de Substincias Humicas (IHSS — sigla em
inglés), de acordo com Swift (1996). Foram adicionados 200 mL de NaOH 0.1 mol L™ em
frascos contendo 20 g de amostra de solo sob presenga de N, e agitados por 18 h a 25 °C. Solo
e solucdo foram separados por centrifugacao (10.000 rpm a 20 min) e a solu¢do sobrenadante
foi transferida para béquer de vidro. Esse processo de basidificacdo e separacao foi repetido
cinco vezes. Para separar os AH dos AF, todo o sobrenadante foi acidificado a pH 1-1.5 com
HCI concentrado. Os AF obtidos apds centrifugagdo e filtragem foram reservados para
posterior purificagio. Os AH precipitados foram redissolvidos adicionando KOH 0.1 mol L™
sob presenca de N e, adicionando KCl sélido até a concentragio de 0,3 mol L. Em seguida
foram centrifugados por 30 min a 12.000 rpm. Apo6s reprecipitados com HCI e o sobrenadante
descartado, seguiu-se com processo de purificagdo dos AH através da redissolugdo durante 2
h com NaOH 0.1 mol L seguido por centrifugagdo por 20 min a 12.000 rpm. O processo foi
repetido trés vezes. Os AH precipitados foram resuspensos em solugdo 0.5% HCl1 / 10% HF
(w/v) e agitados durante 2 h a 25 °C. Em seguida foram centrifugados por 10 min a 5.000
rpm, sendo o processo repetido cinco vezes. Os AH purificados foram transferidos para tubos

de didlise D-0405 (Sigma-Aldrich) e dialisados contra dgua destilada, até teste negativo para



cloreto, com o uso de AgNOs. Apos a didlise os materiais humicos foram congelados e

liofilizados.

Para a purificagdo dos AF foi preparada uma coluna de vidro (30 mm d.i., 300 mm
altura) preenchida com resina Amberlite XAD-8 (Rohm & Hass, Co), previamente lavada
com metanol, NaOH 0.1 mol L, HC1 0.1 mol L ¢ 4gua destilada, respectivamente. Os AF
(100 mL) foram aplicados na coluna. A fracdo nao adsorvida (AF-1) foi coletada e reservada.
Em seguida, a coluna foi lavada sequencialmente com 100 mL de HCI 0.1 mol L™ e 100 mL
de agua destilada. Em seguida, os 4cidos fulvicos adsorvidos (AF-2) foram eluidos com 100
mL de NaOH 0.1 mol L™ sendo coletados imediatamente em um béquer contendo resina de
troca cationica, Dowex-50 (Dow Chemical Co.) em quantidade suficiente para manter o pH
controlado entre 1 e 2. A fracdo AF-1 foi dialisada em sacolas de celofane, contra dgua
destilada até teste negativo com o uso de AgNO;. As fragdes AF-1 e AF-2 foram

concentradas em rotavapor, congeladas e liofilizadas.
2.3 - Caracterizacao dos AH e AF

As amostras purificadas de AH, AF-1 e AF-2 foram caracterizadas usando Analise
Elementar, Espectroscopia no Visivel, FTIR (infravermelho com transformada de Fourier),
NMR do "C (ressondncia magnética nuclear do '°C — somente AH). A composicio elementar
(C, N e H) foi determinada em um microanalisador Perkin Elmer CHNS-O 2400, usando
aproximadamente 2 mg da amostra. Os valores para Oxigénio (O) foram calculados por
diferenca. O grau de descarboxilacdo e desidratacdo dos AH e AF foram avaliados por meio
do diagrama de van Krevelen (Stevenson, 1994).

As densidades oOpticas de absor¢do no visivel foram obtidas a partir de solugdao de
NaOH 0.1 mol L contendo a amostra em concentracdo de 200 mg L! (Chen et al., 1977;
Kononova, 1982) em espectrometro Shimadzu UV-160. Para determinar a presenca de
maximos espectroscopicos de baixa intensidade obteve-se a 2* derivada do espectro, aonde as
mudangas na pendente apareceram em formas de vales bem definidos cujas intensidades sao
proporcionais a dos picos originais.

Os espectros de infravermelho foram obtidos em espectrofotdmetro Bruker IFS28 com
transformada de Fourier, utilizando-se pastilhas de brometo de potdssio obtidas através de
pressao uniforme de misturas de 2 mg de amostra com 200 mg de brometo de potassio. O
intervalo de aquisi¢do dos espectros foi de 4000 a 400 cm™. Para facilitar o reconhecimento
de padrodes espectrais foi aplicado um procedimento matematico, para aumentar a resolugao,

baseado na subtracdo digital do espectro original do multiplo de sua segunda derivada



(Rosenfeld & Kak, 1982; Starsinic et al., 1984; Almendros & Sanz, 1992; Filho et al., 1996).
A partir dos espectros foram medidas as densidades Opticas relativas das bandas em 3400,
2920, 1720, 1620, 1460, 1330, 1270, 1380, 1030 cm™ fazendo relacdo das mesmas com a
intensidade em 1510 cm™, referente a banda aromatica (Dupuis & Jambu, 1969). Também
foram obtidas as razdes das bandas em 3400 cm™'e 1380 com a banda em 2920 cm™ (que faz
referencia a C-H alifatico) e da banda em 1330 cm™com a banda de absor¢do em 1270 cm”
'onde se pode comparar a relagio entre as estruturas de siringila e guaiacila. Para avaliar as
diferentes amostras hiimicas, a partir dos valores de densidade Optica, utilizou-se da andlise
multivariada discriminante.

Os espectros de °C NMR dos 4cidos hiimicos foram adquiridos com um Bruker DSX
200, operando a uma freqiiéncia de *C de 50.3 MHz, sob polariza¢io cruzada (CP) com
rotagdo no angulo magico de 6.8 kHz, utilizando um rotor de zirconio de 7 mm, com cavidade
dupla aonde foram colocados os 300 mg da amostra. O tempo de aquisi¢do foi de 12,4 ms
com um tempo de contato na rampa CP de 1 ms (Knicker & Skjemstad, 2000). Analise de
componentes principais foi utilizada avaliar as amostras de AH, considerando as varidveis

obtidas dos espectros de °C NMR.
3 - RESULTADOS

3.1 — Analise Elementar

A composicdo elementar e as razdes atdmicas (C/N, H/C e O/C) dos AH, AF estdo
demonstrados na Tabelas 3. Os AH e AF-2 extraidos da superficie apresentaram maiores
valores de C, H e N. Dentre as fracdes analisadas, a AF-1 caracterizou-se por apresentar
menor teor de C e N, possuindo mais H e O em sua estrutura. Os AF-1 e AF-2 apresentam
composicao elementar distintas principalmente no conteudo de C e H. Os valores mais baixos
da razdo H/C dos AH corrobora com o fato de que sdo compostos mais aromaticos,
condensados e descarboxilados, concomitante ao fato de apresentarem baixa razao atomica de
O/C. Em detrimento a AF-2, a fragdo fulvica ndo adsorvida pela resina XAD-8 (AF-1),
apresentou maiores valores de O/C revelando presenga de grupos oxigenados tais como

hidroxilas, carboxilas, carbonilas, ésteres e éteres.



Tabela 3 — Analise Elementar de amostras de AH (Acidos Humicos), AF-1 (Fragdo Fulvica
ndo adsorvida em XAD-8) e AF-2 (Acidos Fulvicos). Valores médios obtidos para diferentes
Latossolos Humicos. Valores entre parénteses representam o erro padrao da média.

C (%) H (%) N (%) 0O (%) C/N H/C 0/C
0-10 cm

AH 53,8 3,6 4,5 38,0 14,0 0,8 0,5
(£1,10) (£0,52)  (£045)  (+0,80)  (*1,52)  (20,13)  (£0,02)

AF-1 27,9 4,5 1,7 65,8 18,9 2,0 1,8
(#3,84) (£0,44) (£0,38) (4,55) (£3,22) (£0,10) (£0,36)

AF-2 46,8 3,9 2,0 47,3 28,7 1,0 0,8
(£0,90) #0,07)  (£0,36) (£0,66) (#5,66)  (£0,03)  (£0,02)

60-100 cm

AH 54,2 3,2 3,7 38,9 18,46 0,7 0,5
(£1,97) (£0,57) (£1,04) (£0,90) (£5,70) (x0,15) (£0,03)

AF-1 29,7 4.6 1,8 63,8 20,13 1,9 1,7
(£5,10) (#0,55)  (£0,33) (£5,73) (+4,74) (+0,12) (£0,48)

AF-2 45,4 3,8 1,9 48,9 30,20 1,0 0,8

(£1,68)  (:0,25)  +047)  (£1,94)  (£8.48)  (£0,04)  (+0,06)

O diagrama de Van Krevelen (Stevenson, 1994) obtido a partir das relagdes entre as
razoes moleculares de H/C e O/C evidencia diferencia¢do entre as fracdes de acordo com o

grau de descarboxilagdo e desidratacao das mesmas (Fig.1).

2,4
2,0
1,6
1,2
0,8
0,4

0

H/C

0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
o/C

Fig. 1 — Diagrama de van Krevelen obtido a partir da composi¢do elementar dos acidos
hiimicos (AH), AF-1 (Fracao Fulvica ndo adsorvida em resina XAD-8) e AF-2 (Acidos
Fulvicos).

3.2 — Espectroscopia no Visivel

Dado que a feicdo espectral das substancias humicas no uv-visivel seja monotona e
disforme em fung¢do da sobreposi¢do de bandas relativa aos grupos croméforos (MacCarthy &
Rice, 1985), obtivemos a segunda derivada dos espectros, avaliando a intensidade dos vales

apresentados (Fig. 2). Assim, os espectros apresentaram vales bem definidos a
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aproximadamente 458, 570 ¢ 620 nm. O decréscimo da intensidade de absor¢dao para AH,
extraidos na regido de Mutum e Araguai, indicou diferengas na origem da matéria humificada
para esses locais, quando comparado a amostra da regido de Sericita.

As amostras de AH apresentaram razdo E4/E¢ (dados ndo mostrados) dentro do
intervalo de 3,6-5,2, em concordancia com os valores descritos para AH em Stevenson
(1994), sendo que os valores tenderam a aumentar com a profundidade. Valores médios de

17,6 e 9,9 foram encontrados para AF-1 e AF-2, respectivamente.

458 512 622
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\_//\—\/\/\/\ LH5
LH6
LH1
LH2
LH3
i
LH4a 8
-2,E-04 LH6
-3,E-04
450 500 550 600 650 700 750
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Fig. 2 — Segunda derivada do espectro visivel de acidos himicos extraidos de Latossolos
Humicos, em diferentes profundidades do solo (Concentragio de 0,2 mg C mL™" ). LH1= solo
sob café; LH2= solo sob pastagem; LH3= solo sob mata em Sericita-MG; LH4= solo sob
vegetagcdo de samambaias; LH5= solo sob mata em Mutum-MG; LH6= solo sob cerrado.

3.3 — Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

No geral, os espectros de infravermelho dos AH, AF-1 e AF-2 apresentaram certa
similaridade espectral entre si, de forma que optamos por apresentar os espectros referentes
para cada fracdo para uma amostra representativa (Fig. 3). Neste trabalho estdo apresentados
apenas os sinais espectrais na regido entre 2.000 ¢ 800 cm™', por ser mais diagnéstica das
feigOes caracteristicas das substancias hiimicas. A identificagdo das bandas de absorgao foi

baseada em dados publicados por MacCarthy & Rice (1985), Stevenson (1994) e Tan (2003).
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Os espectros mostraram diferengas entre as fragdes, principalmente para AF-1, que representa
aquela fracdo fulvica ndo adsorvida em resina XAD-8. Para esta fragdo observam-se
absor¢des em regides correspondentes a carboidratos (1.180 e 970 cm™) e redugio na banda
de absor¢do em 1.720 cm’, referente a presenca dos grupos carboxilicos. Os AH
apresentaram feicdes espectrais semelhante aos AF-2 entre as regides de 1.500 e 800 cm’,
porém, os AF-2 apresentaram maior intensidade de absorgdo em 1.720 cm™ (Fig. 3 e Tabela
4). Absorgdes proximas a 1010 cm™ revelaram presenca significativa de carboidratos e grupos

metoxilicos na AF-1.
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Fig. 3 — Espectros de Infravermelho de 4cidos humicos (AH), fragdo filvica ndo adsorvida em
XAD-8 (AF-1) e acidos fulvicos (AF-2) de um Latossolos Humicos sob vegetacdo de mata
(LH3) extraidos nas profundidades de 0-10 e 60-100 cm, Sericita-MG. Espectros com
resolu¢do melhorada através da subtragdo do multiplo de sua segunda derivada (ver originais
em anexo).

De acordo com Tan (2003) a banda de absor¢do em ~1.000 cm™ de AH, usualmente é
atribuida a impurezas relacionadas com a formagao de quelatos organicos com silica, podendo
estar relacionado a presenca de argilas que ndo foram removidas completamente durante o

processo de purificagdo (~1.06% de cinzas). Observam-se, também, absor¢des centradas em
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~1.220 cm™, referentes a estiramentos de ésteres ¢ fendis. Para os AF-2 esse sinal aparece
como uma banda mais larga, estando relacionado com deformacgdes axiais de C-OH dos
grupos carboxilicos. A absor¢do centrada em 1440 cm™ faz referéncia as ligagdes alifaticas C-

H, sendo possivel constatar redu¢do da alifacidade nos AH extraidos entre 60-100 cm (Fig. 3).

Tabela 4 — Densidade 6ptica relativa V) das principais bandas do espectro de infravermelho de
acidos humicos (AH), fragdo fulvica nao adsorvida em resina XAD-8 (AF-1) e acidos fulvicos
(AF-2) extraidos de Latossolo Himicos a 0-10 cm de profundidade

3400 2920 1720 1620 1460 1330 1270 1380 1030 3400 1380 1330

(2)

Amostras 1510 1510 1510 1510 1510 1510 1510 1510 1510 2920 2920 1270

AH
LHI 126 1,47 222 169 064 085 1,11 09 064 085 065 076
LH2 139 1,55 241 1,59 038 091 1,08 097 062 090 063 084
LH3 136 136 229 161 062 089 1,03 095 064 1,00 070 086
LH4 123 135 234 166 08 093 120 1,09 0,70 091 080 078
LH5 1,63 139 151 1,51 012 067 076 079 058 1,18 057 0,88
LH6 1,71 1,85 257 228 090 099 136 1,12 073 092 061 0,73

AF-1
LHI 353 1,89 1,08 3,60 08 1,05 061 1,87 2,63 1,87 099 1,73
LH2 402 2,00 145 412 147 1,12 062 1,82 391 1,93 087 1,80
LH3 375 1,82 149 387 1,05 L4 079 1,85 418 206 1,01 145
LH4 380 196 1,61 385 099 140 1,07 1,70 511 1,98 087 131
LH5 321 152 143 301 1,04 096 058 133 298 211 087 1,65
LH6 450 2,19 149 426 1,02 130 0,83 198 38 206 090 156

AF-2
LHI 6,54 545 1539 6,65 1,71 255 503 400 255 120 074 051
LH2 611 522 1430 596 347 279 487 446 279 1,17 085 0,57
LH3 2,68 232 565 298 051 128 198 2,10 128 1,15 090 0,65
LH4 301 254 625 3,00 018 1,07 206 19 1,07 1,08 078 0,52
LH5 292 224 578 309 028 127 197 1,84 127 130 082 0,65
LH6 434 333 847 524 211 1,88 325 28 1,71 130 085 0,58

Dem em™, P LH1= solo sob café; LH2= solo sob pastagem; LH3= solo sob mata em Sericita-MG; LH4= solo
sob vegetagdo de samambaias; LH5= solo sob mata em Mutum-MG; LH6= solo sob cerrado.

A partir dos espectros foram medidas as densidades opticas relativas das bandas em
3400, 2920, 1720, 1620, 1460, 1330, 1270, 1380, 1030 cm’! fazendo relacdo das mesmas com
a intensidade em 1510 cm™, referente & banda aromatica (Tabelas 4). A razdo 3400/1510
(OH/C=C vibracdes aromaticas) foi maior para os AF-2, seguido pelos AF-1 e AH. A razdo
de intensidade das bandas 2920/1510 (C-H/C=C vibragdes aromaticas) e 1720/1510
(C=0/C=C vibragdes aromaticas) também foram menores para AH quando comparado a AF-
2. A relagdo entre as estruturas siringila e guaiacila (1330/1270) demonstrou que a freqiiéncia
de siringila para AF-1 foi praticamente duas vezes maior que para AF-2, indicando ser uma
fracdo que possui preferencialmente estrutura quimica de lignina menos condensada (Tabela

4). Esse resultado corrobora com o fato de que as estruturas da unidade siringila, por nio
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possuirem o carbono reativo C5 disponivel para reacdo na etapa de polimerizagdo da
biossintese da lignina, sdo estruturas menos condensadas e mais favoraveis a deslignificacao
(Gomide et al., 2005).

As fungdes discriminantes obtidas a partir dos valores de densidade 6ptica mostraram
que a ferramenta analitica FTIR foi eficiente em classificar e analisar as diferentes fracdes
estudadas (Fig. 4). Nesse caso, sete variaveis foram significativas (P>0,05) na distin¢do entre
as fracdes AH, AF-1 e AF-2, sendo as bandas em 1720, 1030, 1270, 1330 cm’ e as razdes
3400/2920, 1330/1270 e 1380/2920.
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Fig. 4 — Fungodes discriminantes considerando as varidveis do espectro de infravermelho
obtidas de amostras de substiancias humificadas extraidas de Latossolos com horizonte A
himico. AHs = acidos hiimicos; AFs-1 = fracdo falvica ndo adsorvida em XAD-8 ¢ AFs-2 =
acidos fulvicos.

3.4 — Espectroscopia do BC-NMR

A integragdo das areas dos picos, a partir de espécies de carbono selecionadas
(Malcom, 1989; Knicker 2006), estd apresentada na Tabela 5. Os sinais dominantes foram
devidos ao C-aromatico e C-carbonila. Com exce¢do de LHS5, o aumento na regido aromatica
(110-160 ppm), em profundidade, foi devido a ressonancia de um pico simples e largo em 132

ppm (espectros ndo mostrados, ver anexo).
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Tabela 5 — Valores de integragio (% total da intensidade do sinal em *C-NMR) das
principais regides nos espectros dos acidos humicos e suas razdes

8"<40 40 <6 <110 110 <6 <160 160 <6 <220
Amostras Regiio O- e N-Regido Regiio Regido Ar‘/Al GA®

Alquila Alquila Aromaitica Carbonilica

0-10 cm
LH1 17,6 17,3 43,5 21,6 2,5 55,5
LH2 19,9 19,7 40,1 20,4 2,0 50,3
LH3 15,1 14,2 40,3 30,5 2,7 57,9
LH4 14,5 19,5 42,1 23,9 2,9 55,3
LHS5 17,5 30,3 31,9 20,3 1,8 40,0
LH6 20,4 18,0 40,4 21,2 2,0 51,3
60-100 cm

LH1 6,7 10,7 60,0 22,5 8,9 77,5
LH2 8,7 13,0 58,6 19,7 6,7 73,0
LH3 8,1 11,8 56,4 23,7 7,0 73,9
LH4 6,4 13,1 60,2 20,3 9,3 75,5
LHS5 14,7 26,3 35,8 23,2 2,4 46,6
LH6 10,2 12,8 53,6 23,4 5,3 70,0

“Deslocamento quimico em ppm; ° O- alquila C; ¢ C-Alquila; ¢ C-Aromatico; ¢ GA: grau de aromaticidade = (%
C-aromatico*100)/(% C-alquilico + C-aromatico). LH1= solo sob café¢; LH2= solo sob pastagem; LH3= solo sob
mata em Sericita-MG; LH4= solo sob vegetagdo de samambaias; LH5= solo sob mata em Mutum-MG; LH6=
solo sob cerrado.

Os espectros de "C-NMR CPMAS dos AH extraidos de horizontes A Humicos de
Latossolos apresentaram diferengas estruturais em profundidade, principalmente devido a
redugdes na intensidade dos sinais na regiao entre 110-0 ppm. Os AH extraidos de amostras
de solo provenientes da regido de Mutum (LHS5) apresentaram sinais tipicos de lignina com
ressonancia em 150, 130, e 56 ppm e, maiores propor¢des entre C-carboxilico e C-aromatico.
Na regido de Sericita, a distribuicao das diferentes espécies de C nao foi influenciada pelo uso
da terra com café¢ (LHI1) e com pastagem (LH2) quando comparados com solo sob vegetacao
natural (LH3 e LH4) (Espectros ndo mostrados, ver em Anexo). Por sua vez, os AH
provenientes de Mutum (LHS5) apresentaram mais estruturas O-alquilicas. As contribui¢des
para essa regido do espectro sdo devido a carboidratos da celulose (62-112 ppm), grupos
nitrogenados e lignina (145-160 ppm).

Os valores da relagdo Ar/Al evidenciaram carater alifatico dos AH em superficie. Para
todas as localidades analisadas houve aumento em aproximadamente 20% no grau de
aromaticidade dos AH com a profundidade, com exce¢do para a regido de Mutum, onde o
incremento foi de apenas 7%.

Os AH se diferenciaram estruturalmente ao longo do perfil do solo (Fig. 5). O
comportamento diferenciado (outline) para LH3 foi devido ao forte sinal para carbonilas no
horizonte superficial dessa amostra. Observa-se também que os acidos humicos, extraidos
entre 60-100 cm, na regido de LHS5 apresentam similaridades estruturais com aqueles de

superficie.
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Fig. 5 — Componentes principais da variancia das amostras de AH considerando variaveis do
espectro de BC-NMR. Peso Componente 1 = regido 160-110 ppm e razdo
Aromatico/Alquilicos; peso Componente 2 = regido 110-60 ppm e razdo O-Alquil/Alquilicos.
LH1= solo sob café; LH2= solo sob pastagem; LH3= solo sob mata em Sericita-MG; LH4=
solo sob vegetacdo de samambaias; LH5= solo sob mata em Mutum-MG; LH6= solo sob
cerrado.

4 — DISCUSSAO

Os estudos comparativos entre técnicas analiticas apropriadas possibilitaram
identificar mudancas na composi¢do estrutural e molecular da matéria organica do solo
(MOS). Os resultados para composi¢do elementar dos acidos humicos (AH) e fulvicos (AF-2)
estdo de acordo com valores obtidos para substancias humicas (Steelink & Muester, 1985;
Stevenson, 1994; Tan, 2003,). De acordo com valores usuais de N para substancias humicas
(0.8-4.3% para AH e 0.9-3.3% para AF), ¢ possivel afirmar que AH extraidos de Latossolos
Humicos apresentaram consideraveis teores de N em sua composi¢do, assim como verificado
para outros Latossolos brasileiros (Dick et al., 1999; Gonzalez Pérez et al., 2004). O maior
enriquecimento relativo de N para os AH, evidencia o acimulo de compostos nitrogenados
com a humifica¢do. Segundo Lima et al. (2001) o aumento do N est4 associado a presenca de
nucleos aromaticos. Por outro lado, Kumada (1955) relaciona o aumento no conteudo de N
como indicador do processo de evolucdo dos AH, com transformagdes quimicas mais
intensas. A diminui¢ao da relagdo O/C observado no sentido AF-1=»AF-2=»AH pode estar
relacionada como a evolucdo das substancias htimicas nesses solos, principalmente porque foi
acompanhada pelo aumento na aromaticidade das mesmas (Schnitzer & Khan, 1972). De fato,
quando as mudangas sdo plotadas no diagrama de van Krevelen (Fig.1), observamos que as

amostras de AH sdo mais descarboxiladas e desidratadas.
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Os resultados obtidos com a aplicagao da segunda derivada nos espectros de UV-
visivel (Fig. 2) permitiram observar diferentes intensidades em vales especificos (458, 572 e
622 nm), os quais em muitos trabalhos tém sido relacionados ao comportamento de melaninas
fingicas do tipo dihidroxiperilenquinona (DHPQ) (Kumada, 1955; Valmaseda et al., 1989). A
intensificagdo dos vales entre 60-100 cm corrobora com o ligeiro escurecimento observado
em profundidade nesses horizontes humicos. Os Latossolos da regido de Sericita
apresentaram diferengas mais marcantes entre as profundidades analisadas o que pode ser
resultado das condi¢des climaticas de maior precipitacdo e temperaturas mais amenas. Por
outro lado, Silva & Vidal (1999) propuseram que a decomposi¢cdo do carvdo em material
plasmico bruno-escuro contribui significativamente para melanizagdo (escurecimento) em
profundidade nesses horizontes humicos. Todos os horizontes humicos estudados
apresentaram considerdveis quantidades de carvao vegetal no perfil, porém para este trabalho
os mesmos nao foram quantificados ou analisados qualitativamente. Dessa forma, ¢ preciso
considerar o fato de que a natureza das substancias que possa estar atuando na pigmentagao
ainda ndo esta de toda esclarecida.

A razdo de absorcao entre 465 nm e 665 nm (E4/E¢) fornece informagdes sobre o
conteudo de radicais livres, C, O, COOH, acidez total; sendo influenciada pelo peso
molecular (Chen et al., 1977). Comparando os resultados da razdo E4/E¢ dos AH com os
valores obtidos para grau de aromaticidade por >C- RMN, observamos correlagdo negativa
(r=-0,75", dados ndo mostrados) entre esses fatores, demonstrando que quanto menor o valor
de E4/E¢ maior foi a aromaticidade das amostras humicas. De acordo com Anderson (1979) e
Stevenson, (1994), a razdo E4/E¢ também pode ser usada para medir o grau de humificacao da
amostra. Os valores obtidos para E4/E¢ confirmaram maior humificagdo/aromaticidade para
AH, AF-2 e AF-1, respectivamente. Por outro lado, Chen et.al.1 (1977) ndo encontraram
relacdo entre a razdo E4/E¢ com o grau de aromaticidade.

Os espectros de infravermelho (FTIR) obtidos para AH e AF-2, respectivamente,
enquadraram-se nos tipos I e II de acordo com a classificagdo proposta por Stevenson (1994).
Neste sentido, consideramos a fragdo AF-1 pode ser descrita como ndo-htimica pelo fato de
ndo ter sido enquadrada em nenhum dos tipos considerados por estes autores. No geral, a
analise no FTIR permitiu discriminar as diferentes fragcdes humicas do solo através de
informagdes como o grau de oxidacdo, alifacidade e presenga de grupos metdxi da lignina
(Fig.4). Observamos a participagdo de produtos originados da alteragdo oxidativa da lignina
através do reconhecimento de bandas tipicas desta macromolécula a 1510, 1460 e 1330 cm™

(Farmer & Morrison, 1960; Yonebayashi & Hattori, 1989). No caso dos AH a proximidade
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com a superficie do solo favoreceu a defini¢do dessas bandas no espectro, o que nessa
condicdo mostra contribuicdo mais efetiva da biomassa vegetal na origem dessa fragdo. As
densidades relativas das principais bandas do espectro do FTIR (Tabela 3) refletiram menor
processo de descarboxilagdo, desidratacdo, condensagao e aromatizacdo dos AH provenientes
da regido de Araguai, seguida por Sericita ¢ Mutum. Em se tratando das condi¢des climaticas
esperariamos resultado contrario para a regido de Aracuai (Aw), onde temperaturas mais
elevadas poderiam favorecer a humificagdo. No caso da regido de Mutum podemos considerar
que a textura do solo possa ter influenciado nos menores valores observados para essa regio,
uma vez que os AH provéem de solo com caracteristica mais arenosa que as demais regides
(Tabela 2). A protecao fisica dada pela fragao argila do solo as substancias humicas (SHs) tem
sido bastante documentada na literatura (Hassink & Whitmore 1997; Feller & Beare, 1997).

O complexo argilo-humico ¢ favorecido positivamente pela presenca de grupamentos
carboxilicos na estrutura das substancias humicas, sendo de grande importancia nos processos
geoquimicos do solo (Hayes et al., 1989; Stevenson 1994). A maior expressdo da banda a
1720 cm™, caracteristica de grupos carboxilicos, no espectro de AF-2 confirmou a
importancia dessa fracdo nos processos de interagdo argilo-humus. Mendonga & Rowell
(1996) trabalhando com Latossolos encontraram que os acidos fulvicos possuem maior
capacidade de formar complexos argilo-humicos, sendo importantes agentes na estabilizagao
da estrutura desses solos. Com relacdo aos acidos humicos, Fontes (1990) observou forte
interagdo entre acidos humicos extraidos de Latossolos himicos com a goethita sugerindo
mecanismos de ligagdo entre grupamentos carboxilicos desses acidos com hidroxilas deste
mineral.

A nio observincia de bandas definidas para amidas primérias (1340-1360 cm™) e
amidas secundarias (1540-1560 cm™) demonstra que as mesmas possam estar sobrepostas
com seus correspondentes aromaticos a 1620 ou 1510 cm™ e, ou, que grande parte dos 4% de
N obtido para os AH referem-se a compostos aromaticos nitrogenados.

Como, a priori da extragdo e purificagdo dos AH, os componentes lipidicos foram
extraidos do solo podemos considerar que a maior propor¢do de C-alquilico observada nos
AH extraidos entre 0-10 cm, refere-se a estruturas parafinicas ligadas aos AH, resultado da
preservacao seletiva de biopolimeros de plantas, como cutina e suberina. Resultado esse que
evidencia participag@o de biopolimeros alifaticos nos processos de humificagao.

O aumento entre 60-100 cm do sinal para a regido aromatica (espectros ndo mostrados,
ver anexo) foi devido a ressondncia de um pico simples e largo a 132 ppm. Esse

comportamento foi atribuido por Preston (1996), como resultado da conversao dos picos de
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grupos aromaticos e aromaticos oxigenados em grupos C aromaticos substituidos. Essa
conversdo leva a crer que as estruturas aromadticas recalcitrantes, presentes devem ter origem
diferente da lignina (Guggenberger et al., 1994) ou sdo produtos de uma via metabdlica que

conduziu a perdas de oxigénio em grupamentos aromaticos.
4 - CONCLUSOES

1. A andlise de FTIR revelou importantes diferengas entre AF-1 e AF-2, sendo
que a primeira mostrou-se composta preferencialmente por polissacarideos e
grupamentos metoxilicos do tipo siringilo. Por sua vez, a AF-2 apresentou-se
mais rica em grupamentos carboxilicos e estruturas quimicas de lignina

condensadas do tipo guaiacilo.

2. A anilise do “C por NMR permitiu determinar importantes diferencas
quantitativas na distribuicdo dos acidos humicos em profundidade, com uma
rota de humificagdo em profundidade no sentido da diminui¢do de

grupamentos alquilicos e aumentos na regido de sinal do C-aromatico.

3. Acidos himicos provenientes da regido de Mata Atlantica apresentam maior
descarboxilagdo, desidratacdo e aromaticidade quando comparados aos da

regido de Cerrado.
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IT - Dessorcao e pirolise de acidos humicos e fulvicos extraidos de um
Latossolo Vermelho-Amarelo humico sob café e pastagem na Zona da
Mata Mineira.

RESUMO

Para avaliar as transformagdes estruturais ocorridas na fragdo humificada da matéria
organica do solo em horizonte A humico de um Latossolo sob café e pastagem, foram
extraidos e purificados acidos humicos (AH) e fulvicos (AF) em intervalos de 0-10 e 60-
100 cm de profundidade. As amostras purificadas foram submetidas a técnicas termais de
degradagdo, sendo dessor¢do a 280 °C e pirdlise a 610 °C, em pirolisador analitico
acoplado a cromatografo a gis e espectrometro de massa. Os resultados obtidos por
dessor¢do e pirdlise mostraram que os mecanismos de estabilizagdo envolvem acumulacao
de compostos nitrogenados e aromaticos em AH e de compostos aromaticos e fenolicos em
AF. Os AH extraidos da superficie apresentaram, tanto por pirdlise quanto por dessorcao,
maior diversidade de compostos em sua estrutura que aqueles extraidos entre 60-100 cm,
principalmente sob sistema de uso com mata e pastagem. Os solos cultivados apresentaram
estruturas himicas mais alifaticas na camada entre 60-100 cm, sendo que sob caf€, esse
efeito foi mais intenso. Comparativamente com o solo sob mata, os AH e AF extraidos sob
café e pastagem apresentaram poucas estruturas nitrogenadas. Detectou-se maior propor¢ao
de estruturas ricas em polissacarideos nos AF extraidos entre 60-100 cm de profundidade,
revelando importantes movimentagdes desses acidos no perfil. Nos primeiros 10 cm do
solo, o0 uso agricola do solo promoveu redugdes em compostos alifaticos e nitrogenados na
estrutura dos AH e, de compostos fenolicos, de lignina, acidos graxos e nitrogenados na

estrutura dos AF.

Palavras chaves: Pi-CG/EM, substancias humicas, termodegradacdo, diversidade

estrutural, uso da terra.
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SUMMARY: Double-shot pyrolysis of the humic and fulvic acids isolated from
a Subtropical Humic Latosol cultivated with coffee and pasture in
the Atlantic Forest Zone, Minas Gerais - Brazil.

To evaluate the structural transformations occurred in the humified fraction of soil
organic matter (SOM) in a humic horizon Latosol under coffee, pasture and Atlantic Forest
fragment, humic (HA) and fulvic acids (FA) from 0-10 and 60-100 cm soil layers were
extracted and purified. The purified samples were submitted to thermal techniques of
degradation, with desorption at 280 °C and pyrolysis at 610 °C, using pyrolysis-gas
chromatography/mass spectrometry. The results obtained by desorption and pyrolysis
showed that stabilization mechanisms involve accumulation of aromatic and N-compounds
in HA, and aromatic and phenolic compounds in FA. The HA from topsoil presented, for
both pyrolysis and desorption, greater diversity of compounds in its structure than those
extracted from the 60-100 cm, mainly under the system with forest and pasture. Cultivated
soils showed more aliphatic humic structures between 60-100 cm, with coffee having a
more intense effect. Comparatively, with the soil under forest, HA and FA extracted from
soil under coffee and pasture showed less N structures. The FA extracted at 60-100 cm
showed a higher proportion of structures rich in polysaccharides, revealing important
movements of those acids in the profile. In first 10 cm of the soil, the agricultural use
reduced aliphatic and N compounds in the HA structure, and of phenolic, lignin, fatty acids

and N compounds in the FA structure.

Keywords: Py-GC/MS, humic substances, termodegradation, structural diversity,

land use.
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1-INTRODUCAO

Lavouras de café (Coffea arabica L.) e pastagens de capim-gordura (Mellinis
minutiflora Beauv.) constituem padrdo geral de uso da terra na Zona da Mata (Ribeiro et
al., 1972; Resende et al, 2002), sendo que as areas com ocorréncia de Latossolos com
horizonte A humico sao intensamente utilizadas para estes fins. Esses solos sdao profundos,
intemperizados, com boa drenagem, distréficos e apresentam horizonte A rico em matéria
organica (MO) com até¢ 200 cm de profundidade (Ker, 1999). O uso agricola nesses solos
pode estar alterando a dindmica da MO, principalmente do compartimento mais humificado
o qual representa mais de 80% do carbono organico total (Assis et al 2005 — dados nao
publicados). A importancia das substancias himicas (SHs) nos estudos de impacto do uso
agricola, provéem de seu carater integrador do meio com a biota e da atuagdo como fonte e
estoque de carbono (C) no solo.

As fragdes humificadas da MO sdo importantes marcadores quimicos do histérico
de uso do solo, sendo utilizadas como indicadoras dos efeitos do manejo sobre a qualidade
do solo, em termos quantitativos e qualitativos (Andreux & Cerri, 1989; MacCallister &
Chien, 2000; Canellas et al., 2004). A analise das SHs permite diagnosticar as mudancas
progressivas no ciclo biogeoquimico dos ecossistemas, por serem atuantes na
compartimentacao dos nutrientes e na microestruturacao do solo (Hayes, 1991)

A pirdlise (Py) em conex@o com a cromatografia gasosa e espectrometria de massas
(CG/MS) tem sido amplamente utilizada na caracterizagdo molecular direta de matrizes
complexas (Saiz-Jimenez & Leeuw, 1987; Schulten & Schnitzer, 1992; Gonzalez-Vila et
al., 2001), assim como a influencia urbana (Canellas et al., 2000) e agricola (Masciandaro
et al.,, 1998; Nierop et al., 2001) na composi¢do molecular das SHs. As técnicas de Py
apresentam diversas vantagens sobre outros métodos degradativos em estudos das
macromoléculas. E uma técnica bastante reproduzivel onde se utiliza pouca quantidade da
amostras e os resultados obtidos podem ser interpretados tanto qualitativamente como
quantitativamente (Stevenson, 1994).

Recentemente, a utilizagdo de técnicas piroliticas que envolvam temperaturas de
dessor¢do seguidas pela Py convencional tem sido utilizada com o objetivo de se obter
maiores informacdes sobre a composi¢do estrutural das matrizes macromoleculares
complexas (Arias et al., 2006; Quénéa et al., 2006; Gonzalez-Perez et al., 2007) Os
produtos liberados por dessor¢do correspondem as substincias de origem recente na

estrutura das substancias htimicas, sendo fracamente condensadas e perifericamente ligadas
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nas estruturas humificadas termoestaveis (Almendros & Gonzalez-Vila, 1987; Gonzélez-
Perez et al., 2007).

Assim, importantes contribuigdes vém sendo obtidas no detalhamento da estrutura
quimica das SHs, principalmente na elucidacdo da origem dos seus componentes estruturais
(Saiz-Jimenez & Leeuw, 1987), como na identificagdo das mudangas na composi¢ao
estrutural pelo uso e manejo do solo (Nierop et al., 2001; Gleixner et al., 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto do uso agricola com café e pastagem
sobre a estrutura de acidos humicos e fulvicos extraidos de um Latossolo Vermelho-
Amarelo humico da regido de Mata Atlantica de Minas Gerais, utilizando técnica de

degradacao térmica diferencial por dessor¢ao e pirolise.
2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Areas de estudo e amostragem

O solo utilizado foi classificado como Latossolo Vermelho-Amarelo distrofico
humico, textura argilosa, localizado no municipio de Sericita (20°28°26S e 42°28°55 W),
regido pertencente a Zona da Mata Mineira. A regido caracteriza-se por um clima
mesotérmico (Cwb), com temperatura média anual de 18 °C. O regime pluviométrico ¢
caracterizado por um periodo chuvoso, durante os meses de novembro a margo, € por um
periodo seco, de abril a outubro. A precipitagdo média anual varia em torno de 1.300 mm.

Café e pastagem sdo padrdes de uso da terra na regido estudada. Para tanto
selecionou-se area cultivada 12 anos com café em sistema convencional , sendo que os 40
anos anteriores foram utilizados com pastagem. Para pastagem foi selecionada area com
aproximadamente 40 anos de uso com capim-gordura (Mellinis minutiflora Beauv.), sendo
anteriormente mata natural. Como referéncia amostrou-se um fragmento de vegetagao
nativa, dentro da mesma unidade taxondmica de solo. A amostragem foi realizada numa
mesma posicdo na paisagem, coletando para cada area amostras compostas por 20
subamostras simples, nas profundidades de 0-10 e 60-100 cm. Em seguida, as mesmas

foram secas ao ar, destorroadas e peneiradas a 2 mm.
2.2 - Extracao e Purificacdo dos Acidos Humicos e Fulvicos

Amostras de solo peneiradas foram previamente tratadas com CHCl;/MeOH
(diclorometano e metanol) na propor¢ao 3:1 (v/v), para eliminagcdo de compostos lipidios
(substancias nao humicas) de forma a evitar sua co-extragdo como forma soluvel em acido

e alcali. Em seguida procedeu-se a extracdo, seguida de purificagdo, dos acidos hiimicos
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(AH) e falvicos (AF) de acordo com o método proposto por Swift (1996). Brevemente,
utilizou-se como extrator solugdo de NaOH 0.1 mol L' na proporgdo de 10:1 para remogio
dos AH e AF da matriz do solo. Os acidos humicos extraidos foram redissolvidos, na
presenca de N, adicionando 100 mL de 0,1 M KOH até concentragdo final de 0.3 M. Apds
completa dissolu¢ao o material foi centrifugado a 14,000 x g de forma a remover os solidos
suspensos (argilas). Em seguida os AH foram agitados por 2 h a 25 °C na presenca de
solu¢do contendo 10 e 5% (w/v) de 4cido fluoridrico e cloridrico, respectivamente. O
tratamento com fluoridrico e cloridrico foi repetido por sete vezes, que foi a quantidade
necessaria, nessas amostras, para reduzir o de teor de cinzas a < 1%. Os AH foram
dialisados em tubos de celulose D-0405 (Sigma Aldrich) e liofilizados.

A solucao contendo os AF foi eluida em coluna preenchida com DAX-8 a uma taxa
de 10 mL min™. A fracdo adsorvida na coluna foi eluida a taxa de 2 mL min™' utilizando
solucdo de NaOH 0.1 mol L™, sendo coletada imediatamente em frasco contendo resina de
troca cationica Dowex-50. Nesse passo o controle do pH se manteve na faixa de 1-2, fato
importante no monitoramento do processo de troca catidnica. Em seguida os AF foram

congelados e liofilizados.
2.3 - Dessorcao e Pirdlise acoplados a cromatografia de gas espectrometria de massa

A dessor¢ao e pirdlise das amostras foram realizadas pelo aquecimento rapido na
auséncia de oxigénio em um pirolizador tipo microforno “double-shot” (modelo PY2020iD,
Frontier Laboratorios, Fukushima, Japdo) conectado a um cromatégrafo a gis (CG) e
espectrometro de massas (EM) Agilent 6890N. Na primeira etapa (dessor¢do),
aproximadamente 2 mg da amostra foram condicionados em capsula de platina e
introduzidos em microforno a 100 °C, com taxa de elevagdo de 10°C até 280 °C,
mantendo-se nesta temperatura por 1 (um) minuto. Na etapa seguinte (pirélise) a amostra
foi submetida no microforno a uma temperatura de 610 °C durante 30 s. O forno do CG foi
programado de 50 a 100 °C, sendo que depois de 300 °C a velocidade de aumento de
temperatura foi de 10 °C min™. O injetor ¢ a interface foram programados a 250 °C e 280
°C respectivamente. Foi utilizada uma coluna capilar de 25 m x 0,25 x 0,25 mm DB5 MS
(J&W Scientific). O gas carreador foi o hélio (He) com um fluxo de 1 mL min”. O
espectrometro de massa (MS) operou num intervalo de massas de 40-600 scans s com
temperatura na fonte de ionizagdo de 230 °C e voltagem de 70 eV.

Os produtos derivados da dessorcao e pirdlise foram identificados com o auxilio de
padroes de espectros em livraria eletronica como Wiley e NIST (National Institute of

Standards and Technology) e com espectros publicados na literatura. A estimativa da area
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dos picos dos diferentes produtos da dessorcdo e pirdlise foi calculada de acordo com
abundancia total, considerando a soma das areas de todos os picos como sendo 100% da
area do cromatograma do ion total (TIC — sigla em inglés), sendo que foram considerados
picos com mais de 1% da area total.

Para avaliar a diversidade de compostos gerados por dessor¢ado e pirdlise utilizamos
o indice de Shannon-Weaver, informando assim, a distribuicdo entropica dos compostos
dentro de cada amostra e dando-nos idéia da riqueza estrutural dos mesmos (Odum, 1983).
A relagdo entre a abundancia relativa dos picos referentes ao benzeno (B) e tolueno (E3) foi
calculada conforme descrito por Ceccanti et al. (1986), sendo considerada como indice de

humificagao.
3 - RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os principais produtos encontrados com a dessor¢do dos AH (Fig. 1) e AF (Fig. 3)
foram levoglucosano, furfural, metilfurfural, piridina, 1,3-isobenzofuranodiona, 3,4-
dimetil-2,3-furandiona, os quais sdo considerados produtos volateis especificos de
polissacarideos (Saiz-Jimenez & Leeuw, 1985). Observamos que para os AH extraidos
entre 0-10 cm houve maior propor¢do desses compostos ligados na estrutura. Esses
compostos sdo facilmente decomponiveis, sendo os primeiros a serem atacados durante
processos de diagénese desses acidos no solo, principalmente naqueles que conduzem a
carbonizagdo (Stevenson, 1994). A redu¢do na propor¢do destes compostos para os AH
extraidos entre 60-100 cm confirma este processo.

No geral, os cromatogramas dos produtos de pir6lise mostraram caracteristicas
estruturais distintas entre AH e AF, assim como entre as profundidades analisadas (Fig. 2 e
4). A maior parte dos compostos foi liberada com 10 min, sendo que para os AH os
principais picos referem-se aos derivados de benzenos e fendis, enquanto que para os AF

predominaram compostos aromaticos, nitrogenados e derivados do furano.
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Fig. 1 — Cromatogramas dos compostos termovaporados (280 °C.) liberados de
amostras de acidos himicos extraidos de Latossolo Vermelho-Amarelo humico sob cultivo
com café e pastagem. Acidos graxos ( m) e alcanos (A ).Os niimeros sobre os picos estio
identificados na Tabela 1.
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Fig. 2 — Cromatogramas dos produtos de pirdlise (610 °C.) liberados de amostras de

acidos humicos extraidos de Latossolo Vermelho-Amarelo hiimico sob cultivo com café e
pastagem. Os nimeros sobre os picos estdo identificados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Principais produtos termodegradados por dessor¢dao (280) e pirdlise
(600) identificados em amostras de acidos humicos extraidos de um Latossolo Vermelho-

Amarelo humico sob café, pastagem e mata.

N°do

N°do

Pico’ Compostos Pico" Compostos
1 Diéxido de enxofre 45 Fenol, 4-etil-

2 Metano, bromo- 46 p-cresol

3 metanotiol 47 Naftaleno

4 Metano, iodo- 48 p-4-vinilfenol

5 Furano, 3-metil- 49 3-fenil-2-propin-1-ol

6 Furano, 2-metil- 50 Benzonitrila, 2-metil-

7 Acido acético 51 Cinamaldeido

8 Benzeno 52 Benzenopropanenitrila

9 Ciclobutanocarbonitrila 53 1,2,-benzenodiol, 3- metoxi
10 Furfural 54 2-Metoxiresorcinol

11 Furandiona 55 1-Trideceno

12 Piridina 56 Tridecano

13 Piridina, 1-metil- 57 1H-Inden-1-ona, 2,3-dihidro
14 Tolueno 58 1H-Indole

15 Piridina, 2-metil- 59 Naftaleno, 1-metil-

16 1H-pirrole, 2-metil- 60 Naftaleno, 2-metil-

17 2,4-Dimetil-1-heptene 61 1H-Indole, 2,3-dihidro-

18 1H-Pirrole, 3-metil- 62 4-vinil-2-metoxi-fenol

19 Benzeno, etil- 63 Naftaleno, 2-metil-

20 p-xileno 64 Benzenamina, 2,6-dietil-

21 o-xileno 65 Fitalico anidro

22 p-xileno 66 2-isopropil-6-metilanilina
23 Estireno 67 Fenol, 2,6-dimetoxi-

24 5-metil furfural 68 Bifenil

25 Propil benzeno 69 Naftaleno, 2-etenil-

26 Fenol 70 1H-indole, 2-metil-

27 Benzonitrila 71 1H-indole-1,3-(2H)-diona, 2 metil
28 Piridina, 3-metoxi- 72 Piridina, 3-fenil-

29 Benzonitrila 73 Vanilina

30 N-Acrilonitrilaziridina 74 Acetovanilona

31 1,2,3-trimetil benceno 75 Acetamida,n-(2,4-dihidroxifenil)
32 1-propenil benzeno 76 Dibenzofurano

33 Benzenoacetaldeido 77 2(1H)-Quinolinona, 1-hidroxi-
34 1H-Indano 78 9H-Fluoreno

35 Fenol, 2-metil - 79 Fitalato dietil

36 Acetofenona 80 2-metil-4H-1-benzotiopiran-4-ona
37 Benzonitrila, 2-metil - 81 Benzofurano

38 Fenol, 4-metil - 82 Dibenzofurano, 4-metil-,

39 Fenol, 2-metoxi- (guaiacol) 83 Fitalato dibutil

40 Benzonitrila, 2-metil-, 84 Indolina, 2,3-dietil-3-metil -
41 Benzonitrila, 4-metil-, 85 2-fenoxi-, fenol

42 Levoglucosano 86 [1,1'-Bifenil]-2,3-dio

43 Benzil nitrila 87 Alachlor

44 3-etil-, fenol

* nimeros dos picos como mostrado nas Fig. 1 e 2.
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Ao considerarmos picos com >1% da area total do TIC observamos que foram
liberados por dessor¢do cerca de 55 e 29% de diferentes compostos para AH e AF,
respectivamente. Ja sob pirdlise houve volatizagdo de aproximadamente 45 e 70% dos
compostos presentes nos AH e AF, respectivamente (dados ndo mostrados). Essa
diferenciagdo em termos de produtos termoevaporados por dessor¢ao e pirdlise evidencia
que os AF extraidos deste Latossolo himico apresentaram maior diversidade de compostos
termoestaveis em detrimento aqueles fracamente adsorvidos na estrutura, os quais
preferencialmente eram compostos originados de polissacarideos (Tabela 4).

O pico 23 (Tabela 2) referente ao fenol ¢ dominante no cromatograma dos produtos
de pirdlise dos AF. Também observamos presenca de alquilfendis como 2-metilfenol, 4-
metilfenol e 3-etilfenol, correspondendo respectivamente aos picos 31, 32 e 40 (Tabela 2).
Assim, os AF deste solo apresentaram dominancia em compostos fenodlicos quando
comparado aos AH. Tanto os fendis quanto os alquifendis podem ser gerados em
pirolisados de lignina, proteinas, taninos e polissacarideos (Saiz-Jimenez & Leeuw, 1986;
van Heemst et al., 1999).

Os metoxifenodis sdo tipicos produtos da pirdlise da lignina (Sainz-Jimenez &
Leeuw, 1986) e a presenca de 2,6-dimetoxifenol (unidades siringila) e de 2-metoxifenol
(unidades guaiacila) em nossos cromatogramas, tanto para AH quanto AF, mostra a
contribuicdo de lignina na estrutura dessas fracdes humificadas. A maior propor¢do nos
cromatogramas de unidades originadas de guaiacila (2-metoxifenol) em detrimento das
provindas de siringila (2,6-dimetoxifenol) corrobora com o fato de que as unidades de
siringila s3o menos resistente a biodegradacao (Sanger et al., 1997).

Maior parte dos compostos derivados da lignina na estrutura nos AH extraidos na
profundidade de 0-10 cm dos solos cultivados estavam fracamente ligadas a estrutura
desses acidos (Tabela 3). Esse resultado indica que houve recentes contribuicdes em
compostos derivados da lignina na estrutura dos AH extraidos dos solos cultivados,
principalmente sob pastagem. Observamos com a profundidade auséncia de compostos de
lignina ligados na estrutura dos AH (dessor¢do) assim como reducdo na proporcdo de

lignina no nucleo termoestavel (pirdlise) dos AH (Tabela 3).
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Fig. 3 — Cromatogramas dos compostos termovaporados (280 °C.) liberados de
amostras de acidos fulvicos extraidos de Latossolo Vermelho-Amarelo hiumico sob cultivo
com café e pastagem. Os numeros sobre os picos estao identificados na Tabela 2.
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Fig. 4 — Cromatogramas dos produtos de pirdlise (610 °C.) liberados de amostras de
acidos fulvicos extraidos de Latossolo Vermelho-Amarelo hiimico sob cultivo com café e
pastagem. Os nimeros sobre os picos estdo identificados na Tabela 2.
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Tabela 2. Principais produtos termodegradados por dessor¢ao (280 °C) e pirdlise
(600 °C) identificados em amostras de dacidos fulvicos extraidos de um Latossolo
Vermelho-Amarelo humico sob café, pastagem e mata.

iigg Compostos I\II,ichO Compostos
1 Didxido de enxofre 43 Fenol, 3-etil-
2 Metano, iodo-, 44 Acido Benzbico
3 Pentanal, 2-metil- 45 Naftaleno
4 Acido acético 46 Fenol, 3,4-dimetil-
5 Benzeno 47 1,2-Benzenodiol
6 Furano, 2,5-dimetil- 48 Benzofurano, 4,7-dimetil-
7 Acido propandico 49 Benzofurano, 2,3-dihidro-
8 Piridina 50 2-Coumaranona
9 Furfural 51 1,2-Benzenodiol, 3-metoxi-
10 Maleico anidrido 52 1H-Inden-1-ona, 2,3-dihidro-
11 Benzeno, metil- 53 Naftaleno, 2-metil-
12 2,5-Furandiona 54 Naftaleno, 1-metil-
13 Furano, 3 metil- 55 Naftaleno, 2-metil-
14 1H-Pirrole, 3-metil- 56 1,3-Isobenzofuranodiona
15 Benzeno, etil- 57 Fenol, 2,6-dimetoxi-
16 o-Xileno 58 1,3-Isobenzofuranona
17 p-Xileno 59 1,3-Isobenzofuranodiona, 4-metil-
18 Estireno 60 Naftaleno, 1,7-dimetil-
19 2-Ciclopenten-1-ona, 2-metil-, 61 Naftaleno, 1,5-dimetil-
20 2,5-Furandiona, 3-metil- 62 Naftaleno, 2,6-dimetil-
21 2-Furancarboxaldeido, 5-metil- 63 1,4-Ciclohexanediona
22 2-Ciclopenten-1-one, 3-metil- 64 4-Metilfitalico anidrido
23 Fenol 65 1H-isoindole-1,3(2H)-diona
24 Benzeno, 1,2,4-trimetil- 66 Acetovanilona
25 Benzeno, 1,2,3-trimetil- 67 1H-isoindole-1,3(2H)-diona
26 Benzonitrila 68 Etanona, 1-(4-hidroxi-3-metoxifenil
27 2,5-Furandiona, 3,4-dimetil- 69 Dibenzofurano
28 1H-pirazole, 3-metil- 70 9H-fluoreno
29 2,3-Dimetil-2-ciclopenten-1-one 71 Acido benzoéico, 4-hidroxi-3-metoxi-
30 2-Ciclopenten-1-one, 2,3-dimetil- 72 9H fluoren-9-ol
31 Fenol, 2-metil- 73 1,1'-bifenil-2,3-diol
32 Fenol, 4-metil- 74 Benzaldeido, 4-hidroxi-3,5-dimetoxi
33 Fenol, 2-metoxi- 75 9H-Fluoreno, 1-metil-
34 1,3-pentadieno 76 Acetosiringona
35 Benzonitrila, 2-metil- 77 Antraceno
36 Benzonitrila, 4-metil- 78 Isobutil fitalato
37 Levoglucosano 79 Fenantreno
38 Benzofurano, 2-metil- 80 Xantona
39 Benzonitrila, 4-metil- 81 Anidrido 1,8-naftalico
40 Fenol, 2,4-dimetil- 82 4- acido metoxicinamico
41  Fenol, 4-etil- 83 Acido hexanodioico bis(2-etilhexil)
42

Fenol, 2-etil-

* nimeros dos picos como mostrado nas Fig. 3 ¢ 4.
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Sainz-Jimenez & Leeuw (1987) relataram que os produtos de lignina podem ser
coextraidos com AH ou podendo estar simplesmente ligado a estrutura destes, porém os
mesmos nao contribuiram significativamente para a parte mais resistente dos AH. Os
autores concluiram também que o papel da lignina na formacdo das substancias himicas
tem sido superestimado e, que biopolimeros alifaticos presente em cuticulas e suberinas de
plantas, podem sim representar os grupos mais importantes na estruturagdo dos AH. Os
nossos resultados mostraram que para os AH na superficie do solo o nucleo estrutural
estavel foi preferencialmente constituido por compostos aromadticos, nitrogenados e
fenodlicos, respectivamente. J4 os AH em subsuperficie constituiram-se em sua maioria de
compostos aromaticos, nitrogenados e alifaticos, com excecdo daqueles extraidos sob mata
que mantiveram a mesma propor¢do dos da superficie. Evidenciamos assim que com a
humificacdo houve aumento na propor¢cdo de compostos alifaticos na estrutura dos AH

(Tabela 3).

Tabela 3 - Porcentagens” relativas dos diferentes grupos de compostos
identificados por dessor¢do e pirdlise de dcidos humicos extraidos de um Latossolo Humico
sob café, pasto e mata

Compostos Café Pasto Mata
0-10 cm
Dessor¢ao Pir6lise Dessorcao Pirdlise Dessorgao Pirdlise
Alifaticos 3.34 1.76 7.46 3.99 22.49 2.10
Aromaticos nd 38.11 14.26 42.5 19.52 42.94
Acidos Graxos nd 0.26 15.88 0.66 1.69 0.43
Lignina 5.63 2.73 16.73 5.97 nd 6.10
Compostos de N nd 26.43 10.95 20.75 42.71 16.95
Poliaromaticos nd 3.56 nd 348 0.80 4.87
Fenois nd 22.51 1.23 19.07 nd 10.76
Polissacarideos 91.02 2.97 32.36 1.84 11.81 1.33
B/E;" - 0.25 - 0.18 - 0.22
60-100 cm
Dessorgao Pir6lise Dessorgao Pirdlise Dessorg¢ao Pirdlise
Alifaticos 66.08 9.79 24.63 5.82 8.00 3.30
Aromaticos 8.69 34.29 6.48 30.83 0.57 40.80
Acidos Graxos 3.84 0.34 nd 0.78 nd nd
Lignina 0.28 nd 0.35 nd nd
Compostos de N 11.21 12.50 44.03 16.15 26.18 25.00
Poliaromaticos 1.22 2.78 6.45 2.42 nd 4.34
Fenois nd 1.89 nd 2.89 nd 6.03
Polissacarideos 8.91 0.57 23.86 1.67 5.66 1.41
B/E; 1.88 2.18 1.15

9 Resultados em % relativos da 4rea integrada do cromatograma do ion total (TIC). Os valores que restam
correspondem a SO,. dimetil ester e acido acético, ® B/E; = raziio entre as propor¢des de benzeno e
tolueno no TIC.
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O indice B/E; (Benzeno/Tolueno), faz referéncia ao grau de condensacao dos anéis
aromaticos, onde quanto maior o seu valor, maior serd a humificagdo da MOS presente
(Ceccanti et al., 1986). Assim, observamos aumento deste indice para AH extraidos na
subsuperficie (60-100 cm), evidenciando nucleo estrutural com anéis aromaticos mais
condensados que aqueles presentes na superficie do solo (Tabela 3). Apesar dos
cromatogramas da pirolise dos AH extraidos entre 0-10 cm de profundidade sob mata,
pastagem e café apresentarem certa similaridade (Fig. 2) observamos certa diferenciacao
em termos dos nucleos aromaticos presentes nestas amostras. Os AH sob café, apesar de
apresentarem menores propor¢des de compostos aromaticos em superficie, sdo estes de
caracteristicas mais condensadas comparado aos de pastagem e mata. Em funcdo do
aumento na condensacdo dos anéis aromaticos dos AH sob pastagem acreditamos que, em
nossas condigdes subtropicais, quanto menor o indice B/E; em AH mais intensamente sera
o processo que conduz a humificagdo destes acidos.

A presenga do composto p-4-vinilfenol na estrutura de AH extraidos de solo sob
pastagem (Fig. 1 e 2) confirmam contribui¢ao de lignina proveniente de gramineas (Sainz -
Jimenez & Leeuw, 1986). Por outro lado, na estrutura dos AF os compostos de lignina
encontram-se mais fortemente ligados, ou seja, sendo assim termicamente mais estaveis
(Tabela 4). A nao detec¢ao de ligninas em algumas amostras como, por exemplo, em
pirolisados de AH extraidos sob mata (Tabela 3), ndo significa que as mesmas nao possam
estar presentes. Martin et al. (1994) alertou para o fato de que compostos de lignina podem
sofrer reagdes de descarboxilagdo em condi¢des de pirdlise direta. Provavelmente, muito
dos compostos derivados de polifendis também podem ser procedentes da degradagdo da

lignina (reacdes de demetoxilacao).
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Tabela 4 — Porcentagens relativas ® dos diferentes grupos de compostos
identificados por dessorcao e pirdlise de acidos fulvicos extraidos de um Latossolo Humico
sob café, pasto e mata

Compostos Café Pasto Mata
0-10 cm
Dessorgao Pirolise Dessorcao Pir6lise Dessor¢do Pirolise
Alifaticos 1.71 0.27 1.77 0.72 0.71 2.23
Aromaticos 8.20 25.61 16.28 31.38 4.88 28.81
Acidos Graxos nd 0.91 1.04 0.64 3.76 3.09
Lignina nd 2.45 3.18 5.26 5.34 4.80
Compostos de N 7.28 5.63 2.44 9.94 52.23 12.10
Poliaromaticos nd 12.28 2.92 4.96 nd 5.49
Fendis 1.72 32.81 nd 28.99 2.07 27.60
Polissacarideos 39.06 6.37 69.26 8.24 31.02 2.13
60-100 cm
Dessorg¢ao Pir6lise Dessorcao Pir6lise Dessorcao Pir6lise

Alifaticos 4.51 2.01 7.80 1.03 1.07 1.46
Aromaticos 13.48 17.90 nd 27.36 1.36 9.08
Acidos Graxos 5.06 1.09 2.25 1.40 0.84 1.59
Lignina 1.12 6.42 nd 4.31 nd 2.48
Compostos de N 0.56 7.99 nd 9.42 nd 15.34
Poliaromaticos 0.42 4.23 nd 8.45 nd 1.36
Fendis 1.27 17.19 nd 19.93 nd 12.65
Polissacarideos 74.05 6.28 89.95 8.60 96.72 7.21

) Resultados em % relativos da area integrada do cromatograma do fon total (TIC). Os valores
que restam correspondem a SO,. dimetil ester e acido acético.

Consideraveis propor¢des de compostos nitrogenados foram detectadas na estrutura
dos AH, principalmente para aqueles extraidos sob solo de mata natural (Tabela 2). De
acordo com Stevenson (1994) as reagdes de condensagdo de quinonas se encontram
favorecidas pela presenca de compostos nitrogenados formando arilaminas e, que este
mecanismo pode explicar a incorporacao do N nas substancias humicas.

Para os AH extraidos entre 0-10 cm do solo sob café, ndo houve termoevaporagdo
de compostos nitrogenados a 280°C (Tabela 3), revelando auséncia de formas de N mais
“disponiveis”, sendo em sua maioria fortemente ligados na estrutura desses acidos,
demonstrando pobreza no aporte de N em sistema convencional de cultivo com café. Por
outro lado, AH extraidos da mata demonstraram ter consideraveis propor¢des desses
compostos perifericamente adsorvidos na sua estrutura, principalmente na estrutura dos AF
(Tabela 4). A Mata Atlantica em sua flora possui diversas espécies de leguminosas

arbustivas e arbdreas que contribuem para a fixacdo biologica de N, favorecendo assim
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importantes aportes desse elemento no solo. Por outro lado, a diversidade da composigao
quimica presente na biomassa produzida e estocada como serapilheira em sistemas naturais,
comparada a monocultura em sistemas de café, pode também ser responsavel na maior
contribuicdo em N nas estruturas humificadas da matéria organica deste solo.
Surpreendentemente observamos aumento na propor¢do de compostos nitrogenados
liberados por dessorcao para os AH extraidos entre 60-100 cm dos solos cultivados (Tabela
3), concomitante a redug¢do na propor¢do destes compostos na estrutura termoestavel destes
acidos. Esse resultado indica a existéncia de perdas progressivas em compostos
nitrogenados a medida que as substancias humicas evolucionam no perfil do solo.

No geral, os compostos nitrogenados dos AH liberados por dessor¢ao apresentaram
maior diversidade estrutural, com mais de 77 tipos diferentes, sendo que por pirdlise apenas
47 compostos nitrogenados foram identificados. Os compostos nitrogenados mais comuns
foram as benzonitrilas, piridinas e derivados do pirrol. Para os AF, tanto por dessorcao
quanto pirolise, foram identificados mais de 40 tipos de compostos nitrogenados (dados nao
mostrados), sendo os mais comuns piridinas, benzonitrilas, pirroles e isoindoles. A maior
parte dos compostos nitrogenados presentes nos AH e AF extraidos do solo sob mata foi
liberada por dessorc¢do, fato que revela ligagdes mais fracas desses compostos na estrutura
das SHs, podendo ser explicado por contribuicdes mais recentes. De acordo com Sainz-
Jimenez & Leew (1985) grande parte dos compostos nitrogenados do solo sdo componentes
estruturais dos microrganismos; assim, maiores propor¢des de N nas estruturas de SHs
indicam contribui¢des da atividade microbiana do solo.

Os AH extraidos na superficie apresentaram maior propor¢cdo de compostos
aromaticos, nitrogenados e de polifenois, enquanto que aqueles extraidos entre 60-100 cm
apresentaram em sua maioria compostos aromaticos, alifaticos e nitrogenados (Tabela 2). A
maior aromaticidade destes AH corrobora com resultados encontrados por Assis et al. 2008,
onde os autores, utilizando a técnica CP-MAS RMN de 13C, observaram 40% de
aromaticidade em AH extraidos de Latossolos Himicos.

A partir da andlise dos 196 compostos produzidos na pir6lise dos AH verificamos,
por meio do indice de Shannon, maior diversidade estrutural naqueles extraidos da

superficie do solo (Fig. 4).
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Fig. 4 — Avaliacdo do indice de diversidade de Shannon para os compostos
liberados por dessorc¢ao (280 °C) e pirdlise (610 °C) de acidos humicos e fulvicos extraidos
a 0-10 e 60-100 cm de um Latossolo Vermelho-Amarelo himico sob mata, pastagem e
café.

Sob dessor¢do foram liberados 243 compostos diferentes, sendo que dentro dos
diferentes sistemas de uso da terra a cafeicultura apresentou menor diversidade. Esse
resultado pode ser explicado pelo fato de que, sob cultivo convencional de café, ha pouca
diversidade na composi¢ao quimica da biomassa gerada, permanecendo assim heranca
quimica estrutural mais homogénea na matriz hlimica. Por outro lado, observamos maior
diversidade de compostos liberados da dessor¢do de AH sob mata e pastagem,
respectivamente. A reducdo com a profundidade da diversidade estrutural dos produtos

liberados por dessor¢do nos AH sob mata e pastagem pode ser resultado da rapida
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biodegradacao dos diferentes compostos anteriormente ligados a estrutura, em fun¢do da

propria diversidade apresentada pelos mesmos.
4 - CONCLUSOES

1) Acidos himicos e fulvicos presentes na superficie do solo apresentam maior
diversidade (riqueza estrutural) que aqueles extraidos em profundidade.

2) Substancias humicas extraidas do solo sob mata apresentam maior contribui¢ao
de estruturas nitrogenadas.

3) Superficialmente, o cultivo do solo promove redu¢cdo de compostos alifaticos e
nitrogenados na estrutura dos AH e; de compostos fenolicos, nitrogenados, de lignina e
acidos graxos na estrutura dos AF.

4) O uso com pastagem contribui efetivamente na incorporagdo de compostos de

lignina na composicao estrutural de 4cidos htimicos e fulvicos.
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I1I- Content and molecular composition of total lipids extracts under

pasture and coffee land use in a subtropical humic Latosol

ABSTRACT

Soil organic matter (SOM) of a humic Latosol has been characterized by analyzing
litter and soil lipids composition under different vegetal covers (coffee, pasture and
fragment of native forest). Soil samples were collected from each site at two depths (0-10
and 60-100 cm), as well as litter samples. Important biomarkers referring to the cover
vegetation were identified in the lipid extracts from topsoil layers (0-10 cm). The results
showed the predominantly aliphatic character for all the lipid extracts. Clear differences in
lipid composition were found between the topsoil and subsurface. Long chain alkylic
compounds (alkanes and fatty acids) accumulated preferably between 60-100 cm. On the
surface, the soil from natural vegetation had higher total lipid than cultivated soils, also
showing predominance of unsaturated fatty acids between 60-100 cm. There was greater
preservation of short-chain alkanes with depth under forest and pasture, demonstrating a
higher conservation in these systems of land use. The study of lipid composition from soils
under different uses provides important indicators of land use impact, which can be used as

indicators of the sustainability of tropical agriculture.

Keywords: soil lipid, n- fatty acids, land use, tropical soil, grass, coffee.
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RESUMO: Teor e composi¢cio molecular de lipidios totais extraidos de

um Latossolo humico cultivado com café e pastagem

A matéria organica do solo (MOS) de um Latossolo humico sob café, pastagem e
fragmento de mata nativa foi caracterizada através da analise da composicao lipidica do
litter e do solo, sob diferentes coberturas vegetais (café, pastagem e fragmento de mata
nativa). Sob cada cobertura foram coletadas amostras de solo na camada entre 0-10 e 60-
100 cm, bem como amostras da serapilheira. Foram identificados importantes
biomarcadores referentes a vegetagdo de cobertura nos extratos lipidicos do solo na camada
entre 0-10 cm. Os resultados indicaram predominancia de carater alifatico para todos os
extratos lipidicos. Observou-se clara diferenciacdo entre a composi¢cdo lipidica na
superficie e subsuperficie do solo. Compostos alquilicos de cadeia longa (alcanos e acidos
graxos) acumularam preferencialmente entre 60-100 cm. Em superficie, o solo sob
vegetagdo natural apresentou maior teor de lipidios totais que solos cultivados,
apresentando também predominio de acidos graxos insaturados entre 60-100 cm. Sob
cobertura de mata e pastagem, houve maior preservacdo de alcanos de cadeia curta em
profundidade, demonstrando maior conservagdo nestes sistemas de uso da terra. O estudo
da composicdo lipidica de solos sob diferentes usos fornece importantes indicadores do
impacto do uso da terra podendo atuar como indicadores da sustentabilidade agricola

tropical.
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1. INTRODUCTION

The influence of soil management systems on the contents and quality of soil
organic matter (SOM), and consequently on the soil properties and its ability to promote
carbon stabilization (sequestration), is a research subject of major interest concerning
subtropical Brazilian soils. The general pattern of land use in the Zona da Mata Mineira
zone in Minas Gerais, Brazil, is coffee (Coffea arabica) cropping and pastures of molasses
grass (Mellinis minutiflora) (Resende et al., 2002). Most of these cultivated areas are
supported by humic Latosols in reason of their great friability, permeability and water
retention capacity (Ker, 1999). Furthermore, these clay reddish-orange soils are
characterized by the presence of darker A horizon (7,5YR 3/4, wet) with enrichment the
humic fractions observable at depth of 60 cm or more (7,5YR 3/2, wet). This chromatic
differentiation can be consequence of pedogenetic process involving the different SOM
forms (high C contents) in the A horizon of humic Latosols, were different lipid
compounds can be trapped with the humic matrix of these soils (Schulten & Schnitzer,
1990).

The composition of the total lipid extracts (TLEs) oil lipid fraction in both, topsoil
and subsoil layers, may provide additional information through the study of the compounds
with value as biomarkers for SOM sources and diagenesis products in the soil profile
(Schulten & Schnitzer, 1990; Van Bergen et al., 1997; Quenea et al. 2004; Almendros et
al., 2001, Jandl et al., 2007 ). Zelles et al. (1995) observed differences between fatty acids
in grassland and cultivated soils when monounsaturated fatty acid fraction was accounted
for, showing that is possible to evaluate changes in the land use through soil lipid
composition.

Among the different SOM fractions, it is nowadays recognized that lipids play a key role in
important biogeochemical soil processes, and also in the relationship between plants and
their ecological environments (Amblés et al., 1989; Quenea et al., 2004; Jansen et al.,
2006; Wiesenberg et al., 2006). There is a growing interest in the determination of biology
indicators which can be used to assess the land use impact of agricultural soils.

Furthermore, the TLEs can inform about recent changes in the trophic system structure.
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Thus, as an example, the soil lipid composition at the top layers in different agrosystems,
may reflect the direct impact of the soil use mainly related to the influence of the plant litter
or the entrance or preservation of organic contaminants. On the other hand, a selective
preservation of lipid compounds may influence the humic matrix dynamic, since it has been
proved the occurrence of hydrophobic interaction between lipids and humic acids
(Schintzer & Neyroud, 1975).

Actually, literature data concerning the molecular composition of total free lipid in
tropical soil are scarce, as far as we are aware. In this paper we studied TLEs with the
objective of: a) to assess the variations in the litter and soil lipids composition influenced
by cultivation with coffee and pasture and; b) to evaluate differences of lipid composition

between topsoil and subsoil in the humifield A horizon.
2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Agroecologic characteristics of the area

The study was done in the Atlantic Forest Biome region at “Zona da Mata Mineira”,
Southeast Brazil, located at 20°28°26° S and 42°28°55°” W, at an average altitude of 712 m
above sea level. The typical climate of the region is Cwb (Koppen classification), temperate
climate with rainy summers and dry winters. The mean annual rainfall and temperature are
1300 mm and 18 °C, respectively. According to the classification system of the Brazilian
Foundation Institute of Geography and Statistics, the vegetation in the area can be classified
as a Mountain Semi-deciduous Mesophytic forest (Semi-deciduous tropical forest) with
emergent canopy (Fme) (IBGE, 1993).

The studied soil was a Red Yellow humic Latosol (Typic Hapludox), clayey,
distrophic and acid, with high content of exchangeable aluminium and organic matter.
These soils are derived from migmatites rocks and are typical in the higher altitude areas.

The selected area for this work follows the typical pattern of land use in the Zona da
Mata Mineira. The standard farming exploration when established at the beginning of the
settling caused continuous deforestation; the native tropical forest were substituted by

cultures that would come to be traditional in the region (coffee plantations and for other
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farming and pastures). For this study three sites with the typical pattern of land use (coffee,
pasture and forest) under the same taxonomic soil units and slope were sampled.

The soil under coffee has been cultivated for the last 12 years and the fertilization
management consists in the addition of NPK (25-10-20) fertilizer twice a year and limed
every two years. Before the coffee was established, the site was under spontaneous pasture
(Melinis minutiflora) during 40 years. The pasture site was established in the 1940s after
slashing and burning the forest but after a livestock crisis with low inputs in the 1960s,
great part of this area was converted to coffee plantation. In the region the major area that
once was devoted to pastures is nowadays degraded and farmers keep only the clean areas
for cattle grazing, without much expenditure for maintenance. The molasses grass (Melinis
minutiflora) is the predominant grass in the pasture. The generalized occurrence of this
grass is indicative of low productive acid soils. For comparative purposes, soil samples

under the native forest ecosystem were also sampled and studied.
2.2. Sampling and analysis

Soil sampling was carried out at the beginning of the wet season in 2005. Composite
soil samples were taken from two depth in the A horizon at 0-10 and 60-100 cm twenty
sub-samples were collected in an area of approximately 100 m* and mixed to form a single
composite sample. The samples were air dried and sieved to fine earth (< 2 mm). Sub-
samples were taken for chemical and physical analysis. The main physico-chemical

characteristics of the soils are in Table 1.
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Table 1
Average values for physico-chemical characteristics of two layers of the A horizon of the
studied humic Latosol under coffee, pasture and natural forest.

Depth pH 2+ 2+ a 3+ c d e .
(cm) (H,0) Mg Ca CEC Al H+Al TOC TN BD Sand Silt Clay
N T T S —— e g [ S L
Coffee
0-10 5.1 0.53 210 1240 1.33 1240 3.34 0.26 0.94 33 1 56
60-100 4.8 0.03 023 1124 140 1124 2.77 0.15 0.85
Pasture
0-10 49 nd’ 0.53 1260 140 12.60 3.55 0.26 0.96 29 7 64
60-100 5.1 nd 0.13 11.03 0.73 11.03 3.03 0.18 0.80
Forest
0-10 4.8 nd 0.06 11.70 0.10 11.55 2.61 0.27 1.05 33 156

60-100 5.0 nd nd 1024 1.20 1023  2.67 0.21 0.86

“Cation exchange capacity (pH 7.0); ° H+Al = potential acidity; °TOC = total organic carbon; ¢ TN = total
nitrogen; ° BD = Bulk density; " no detected.

Leaf litter samples were colleted from the soil surface in all sites. For litter
sampling, a 0.25 m* (0.5 x 0.5 m) metallic platform was used and four sub-samples
collected in an area of circa 100 m?. The samples were thoroughly mixed to compose a
single sample, dried at 40 °C in an oven, milled and weighed. Litter (2 g) and soil (20 g)
lipids were Soxhlet-extracted at approximately 70 °C for 16 h, using 200 ml of the mixture
dichloromethane/methanol (3:1 v/v) (van Bergen et al., 1997).

The free lipids were methylated with trimethylsilyldiazomethane and silylated with
N, O-bis(trimethylsilyl)-trifluoroacetamide =~ (BSTFA)  before  analysis by  gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) (Hewlett-Packard 5730A). Separation of
lipids compounds was achieved using a SE-52 fused silica capillary column (30m x 0.32
mm i.d., film thickness 0.25 pm). The column oven temperature was programmed to
increase from 40 to 100 °C at 30 °C min™ and then to 300 °C at 6 °C min"'. Helium was
used as carrier gas at a flow rate of 1.5 mL min". Mass spectra were measured at 70 eV
ionizing energy. Individual compounds were identified by inspecting mass fragments, by
key single ion monitoring (SIM) for the different homologous series, by low resolution
mass spectrometry and by comparison with published mass spectra and computerized

libraries (NIST and Wiley).
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Total lipid content was gravimetrically estimated and referred as percentages of dry
soil. For the compound abundance we established the distribution patterns on the basis of

the relative abundance of the compounds in the chromatograms.
3. RESULTS AND DISCUSSION

The total amounts of extractable lipids (TLE) was higher in the coffee litter in
comparisonwhen compared with pasture and forest (Fig. 1-A). Although extractable lipids
content was low under forest, this was higher than those found for the cultivated soils (Fig.
1-B). A higher lipid proportion in the deeper layers in soils under coffee could indicate that
an important part of lipids from the litter are easily lixiviated along the soil profile, them
they are not totally hydrophobic.(Nierop et al., 2005). It is also possible that at the deeper
layer the coffee roots exudates higher amounts of lipid compounds than those occurring

under forest or pasture.
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Fig. 1. Total lipid extracts from litter (A) and topsoil and subsoil (B) from humic Latosol

under coffee and pasture land use.

The lowest values found for the forest litter indicate that higher preservation of
lipids is observed in the soil profile. Thus, our results suggest that litter under forest
effectively contributes to topsoil lipid content when compared to pasture and coffee uses.

Overall, saturated fatty acids were the most abundant class of compounds in the
lipid soil fraction, with a dominance of long-chain over short chain compounds (Fig. 2).

This result seems to be a general soil characteristic (Amblés et al., 1989; Bull ef al., 1998;
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Marseille et al., 1999; Chefetz et al., 2002, Jandl et al., 2004; Quenea et al., 2004), and
confirmed the predominantly aliphatic character of the extracts. Homologous series of
satured fatty acids from Cg (octanoic acid) to Csg (triacontanoic acid) with a predominance
of even numbered C-chain lengths were observed both in the litter and soil extracts. Similar
values were previously reported by Jandl et al. (2005) for Ap horizon of a Phacozem with
long-term cropping of rye and maize. The most abundant fatty acids present in the samples
were Cis, Ca4, Cos and Cyg. The chromatograms of the extracts from litter showed maxima
at Cjgand Cs and, the presence of these in the upper soil layer (0-10 cm) is indicative of a
direct contribution from the above vegetation (litter) to the soil lipidic composition (Fig. 2).
Unsatured Cg.; and Cig., fatty acids were only observed in litter samples and soil samples
under forest (0-10 cm) that may be indicative of a lower degradation rate. In fact, these
aliphatic biopolymers can selectively be preserved in the soil with little or no alteration
(Almendros et al., 1996). Short chain (C;s and C,7) fatty acids were observed both in the
litter and the surface soil layers (0-10 cm). The occurrence of short chain alcanoic acids in
the 60-100cm depth under forest suggests higher microbial activity under this land use
system once, the presence of these compounds, generally considered as bacterial markers

(Meyers & Ishiwatari, 1993).
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In contrast with the litter lipid composition the soil fatty acids presents a bimodal
distribution in the range C;g - Csp, which is more evident in the deeper layers (60-100 cm).
Thus, there was higher long chain fatty acids content in the 60-100cm depth and those are
typical biomarkers of higher plants (Kolattukudy 1980). According to Nierop et al. (2005),
alcanoic acids in soils may originate from a) plants and/or insects, once bacteria and fungi
preferentially produce short chain fatty acids; b) oxidation of long chain alcanols, and; c)
leaching down the soil profile.

The increase in total lipid contents in the soil under coffee at 60-100 cm depth (Fig.
1-B), may be a consequence of increase in lipid compounds of longer chain length (Figs. 2
and 3).

The distribution of the n-alkanes was determined by selective detection of the
m/z=71.This compounds constitute a vastly complex mixture whose distribution pattern
from C;4 — Cs5 (Fig.3). In soil samples, at 0-10 cm, the distribution of n-alkanes is bimodal
with maxima at C;s, Cj7 and Cyy, C3;. The long chain compounds in the C,3-Css range
exhibit an odd-over-even C number. This pattern distribution has been previously found in
soils (Ambles et al., 1989; Bull et al., 1998). The predominance of the long chain n-alkanes
odd-carbon-numbered indicate a typical contribution from higher plant waxes and, the short
chain C-compounds are commonly used as bacterial biomarkers (Moucawi et al., 1981;
Ambles et al., 1989; Tan 2003). Several authors have frequently used the alcanoic acids
C15:0 and C17:0 as biomarkers for soil bacteria (Tunlid and White, 1992; Vestal and
White, 1989; Zelles et al., 1995).This way, it is possible to observe that, in both depths of
0-10 cm and 60-100 cm, there is higher bacterial activity in the soil profile under forest
when compared to tillage systems (Fig 2). This suggests there may be differences in the
microbial community composition when soil use changes.

The differences in the n-fatty acids and n-alkanes distributions in relation to the
different soil uses (mainly at 0-10 cm) (Figs. 2 and 3), indicates that variations in soil
lipidic composition is associated to vegetation type. In lipids extracted the forest and coffee
litter, we observed that Cyy and Cs; were predominant while Cs;; and C;3 compounds
dominated pastures. The Cy9, C3; and Cs; distribution along the soil profile evidence a clear
vegetation (litter) contribution concerning n-alkanes. In the soil under pasture a higher
contribution of the homologue Cs; is observed, whereas in the soil under coffee the Cy is
more abundant. The dominance C;; n-alkanes observed (at 0-10 cm) is indicative of an
important contribution by (grass) roots (Naafs et al., 2004). However, there is the

possibility that n-alkanes compounds at 60-100cm depth in soil under pastures does not
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originate directly from present grass vegetation but from previous (40-50 years ago) forest
cover. Our data also suggest that in the most conservative systems like pasture and forest
there is a major preservation of shorter chain n-alkanes with depth (Fig.3). As a result, the
n-alkanes distribution in the less altered systems is indicated by a better preservation of
compounds derived from microbial degradation.

In Fig. 2 we observe a higher contribution of Ci¢.9 and C,s.9 saturated alkanoic acids
from the litters. The soil under forest presented higher proportion of unsaturated alkanoic

acids as compared to soils under pasture and coffee (Table 2).

Table 2

Semi-quantitative analysis of main compounds of soil and litter lipids extractable of humic
Latosol under coffee, pasture and natural forest. (percentage of total peak area of the
chromatogram)

Coffee Pasture Forest
Compounds

Litter 0-10* 60-100 * Litter 0-10* 60-100 * Litter 0-10 60-100
Saturated n-alkanoic 66.36 64.20 51.45 59.31 49.14 56.43 33.45 65.63 63.91
acids
i‘i‘ffs‘t“rated alkanoic 11.42 1.85 151 29.74 845 071 1550  15.65 448
n-Alkanols 2.99 4.21 9.26 0.97 6.22 4.23 2.53 2.51 5.65
n-Alkanes 3.74 3.27 14.07 3.03 2.88 15.04 31.61 2.31 7.17
Aldehydes 3.36 1.09 1.58 - 2.80 0.88 0.40 0.06 3.27
Ketones 1.94 - 3.44 1.87 0.21 1.66 0.39 0.47 2.64
Other Compounds 10.19 27.24 18.69 5.08 30.30 21.05 16.12 13.37 12.88
n-alkanoic Cyo./ Cyo. 0.04 1.20 Cyo+ / nd 0.07 0.10 3.40 0.12 0.37 2.30
n-alkanes Cyg./ Cy. C20+b/ nd 720  Cye/nd  Cyys/nd 4.10 10.76 Cy+ / nd 1.90  10.00

 Depht in cm; ° no detected.

The forest litter displayed a narrower proportion between saturated and unsaturated
alkanoic acids, probably due to characteristics and biodiversity of plants in natural
environments. Under pasture we observed a similar behavior, which may be explained by
the characteristic of the gramineae Mellinis minutiflora or well by occurrence of invasive
plants in the degraded pastures. Although litter under pasture unsaturated alkanoic acids in
a similar proportion to that observed under forest, we did not find an effective contribution
of these compounds to the content in soil, that means that under forest there was a better
preservation of this compounds originated from litter, even at 60-100cm depth. On the
other hand, the litter from Coffea arabica was characterized by higher proportions
(66.36%) of saturated alkanoic acids relative to the unsaturated compounds (11.42%)
(Table 2)

The lower ratio of long-chain vs short-chain fatty acids (Table 2) with depth is

explained by the occurrence of a selective degradation of short chain homologous (Tan,
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2003; Jandl et al, 2005). The increase in this ratio reflect differential contributions of higher
plant acids (Quenea et al., 2004) whereas the accumulation of long-chain compounds in
depth 60-100 cm (Fig. 2 and Fig. 3) can be attributed to pedogenetics processes.

The silylated lipid fractions reveal the presence of n-alkanols in the samples from
litter and soil (Table 2), and their accumulation in depth. These n-alkanols are present in
epicuticular waxes and commonly observed in soil lipids (van Bergen et al., 1997; Quenea
et al., 2004). In the case of soil under M. minutiflora, we observed considerable
contribution from superficial root system in the accumulation of n-alkanols at 0-10 depth.
The deepest root system of coffee, similar to that of forest trees, contributed to the building
of those compounds at 60-100cm depth. It is observed that in the soil under forest the
distribution is more homogeneous being indicative of a more stable biogeochemical cycle.

The increase in free ketones at 60-100cm may indicate transport of these
compounds down the soil profile. This behavior was also observed for n-alkanes (Table 2).
Thus, we observed that n-alkanes and ketones are considerably mobile in these humic
Latosols. Nevertheless, these ketones can be considered as humification products but a
mechanism responsible for their formation has not yet been elucidated (Quenea et al.,

2004).
4. CONCLUSIONS

The lipid data obtained provide new detailed molecular insights into the no-humified SOM
the humic Latosols. The differences in lipids content and composition between the forest,
pasture and coffee can be ascribed to differences input of fresh organic materials. The
incorporation of stable long-chain compounds in depth was indicated by lipid analysis,
highlighting the importance of aliphatic biopolymers in the bulk structure of soil organic
matter. This process suggested occurrence of selective preservation of such molecules
during humification, mainly as non-humified alkylic material (waxes). Qualitative changes
in free lipid assemblages were also observed under different land uses were, in the most
conservative systems like pasture and forest there is a major preservation of shorter chain n-

alkanes with depth.
5. ACKNOWLEDGEMENTS

This work has been financed in part by The National Council for Scientific and

Technological Development (CNPq) and The State of Minas Gerais Research Foundation

58



(FAPEMIG), Brazil. We would also like to express our thanks to Trinidad Verdejo
(IRNAS-CSIC) for an excellent technical assistance.

6. REFERENCES

Almendros, G., M.E. Guadalix, F.J. Gonzalez-Villa, Martin, F., 1996. Preservation of
aliphatic macromolecules in soil humin. Organic Geochemistry 24, 651-659.

Almendros, G., Tinoco, P., Gonzalez-Vila, F.J., Liidemann, H.D., Sanz, J., Velasco, F.,
2001. *C-NMR of forest soil lipids. Soil Science 166, 186-196.

Ambles, A., Magnoux, P., Jambu, P., Jacquesy, R., Fustec, E., 1989. Effects of addition of
bentonite on the hydrocarbon fraction of a podzol soil (Al) horizon. Journal of Soil
Science 40, 685-694.

Bull, I.D., van Bergen, P.F., Poulton, P.R., Evershed, R.P., 1998. Organic geochemical
studies of soils from the Rothamsted classical experiments-1I. Soils from the Hoosfield
Spring barley experiment treated with different quantities of manure. Organic
Geochemistry 28, 11-26.

Chefetz, B., Tarchitzky, J., Deshumukh, A.P., Hatcher, P.G., Chen, Y., 2002. Structural
characterization of soil organic matter and humic acids in particle-size fractions of on
agricultural soil. Soil Science Society of America Journal 66, 129-141.

Chen, J., Ferris, H., Scow, K.M., Graham, K.J., 2001. Fatty acid composition and dynamics
of selected fungal-feeding nematodes and fungi. Comparative Biochemistry and
Physiology - Part B 130, 135-144.

Jandl, G., Leinweber, P., Schulten, H., Eusterhues, K., 2004. The concentrations of fatty
acids in organo-mineral particle-size fractions of a Chernozem. European Journal of
Soil Science 55, 459-469.

Jandl, G.; Leinweber, P., Schulten, H. R., Ekschmitt, K., 2005. Contribuition of primary
organic matter to the fatty acid pool in agricultural soils. Soil Biology & Biochemistry
37,1033-1041.

Jandl, G., Leinweber, P., Schulten H. R., 2007. Origin and fate of soil lipids in a Phaeozem
under rye and maize monoculture in Central Germany. Biology Fertility Soils 43, 321-
332.

Jansen, B., Nierop, K.G.J., Hageman, J.A., Cleef, A.M., Verstraten, J.M., 2006. The
straight-chain lipid biomarker composition of plant species responsible for the
dominant biomass production along two altitudinal transects in the Ecuadorian Andes.

Organic Geochemistry 37, 1514-1536.

59



Ker, J. C., 1999. Latossolos do Brasil: uma revisdo. Genomos 5, 17-40.

Kolattukudy, P.E., 1980. Biopolyester membranes of plants: cutin and suberin. Science
208, 990-1000.

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 1993. Mapa de vegetacao do Brasil.
Rio de Janeiro. (Map). http://www.ibge.gov.br/home/geociencias/

Marseille, F., Disnar, J.R., Guillet, B., Noack, Y., 1999. n-Alkanes and free fatty acids in

humus and A1l horizons of soils under beech, spruce and grass in the Massif-Central
(Mont-Lozere), France. European Journal of Soil Science 50, 433—441.

Meyers, P.A., Ishiwatari, R., 1993. Lacustrine organic geochemistry — an overview of
indicators of organic matter sources and diagenesis in lake sediments. Organic
Geochemistry 20, 867-900.

Moucawi, J., Fustec, E., Jambu, P. 1981. Decomposition of lipids in soils: free and
esterified fatty acids, alcohols and ketones. Soil Biology & Biochemistry, 13: 461- 468.

Naafs, D.F.W., van Bergen, P.F., Boogert, S.J., Leeuw, J.W., 2004. Solvent-extractable
lipids in an acid andic forest soil; variations with depth and season. Soil Biology &
Biochemistry 36, 297-308.

Nierop, K.G.J., Naafs, D.F.W., van Bergen, P.F. 2005. Origin, occurrence and fate of
extractable lipids in Dutch coastal dune soils along a pH gradient. Organic
Geochemistry, 36:555-566.

Moucawi, J., Fustec, E., Jambu, P., Amblés, A. and Jacquesy, R., 1981. Bio-oxidation of
added and natural hydrocarbons in soils: effect of iron. Soil Biology and Biochemistry
13, 335-342.

Quenea, K., Derenne, S., Largeau, C., Rumpel, C., Mariotti, A., 2004. Variation in lipid
relative abundante and composition among different particle size fractions of a forest
soil. Organic Geochemistry 35, 1355-1370.

Schintzer, M., Neyround, J. 1975. Alkanes and fatty acids in humic substances. Fuel,
54:17-19.

Schulten, H.-R., Schnitzer, M., 1990. Aliphatics in soil organic matter in fine-clay
fractions. Soil Science Society American Journal 54, 98—105.

Tan, K.H., 2003. Humic matter in soil and environment, Marcel Dekker, New Y ork.

van Bergen, P.F., Bull, [.D., Poulton, P.R., Evershed, R.P., 1997. Organic geochemical
studies of soils from the Rothamsted classical experiments — 1. Total lipid extracts,
solvent insoluble residues and humic acids from Broadbalk Wilderness. Organic

Geochemistry 26, 117-135.

60



Resende, M., Lani, J.L.; Rezende, S.B., 2002. Pedossistemas da Mata Atlantica:
consideragdes pertinentes sobre a sustentabilidade. Revista Arvore, 26: 261-269.

Tan, H.K. 2003. Humic Matter in Soil and the Environment — Principles and Controversies.
Marcel Dekker, New York.

Tunlid, A., White,D.C., 1992. Biochemical analysis of biomass community structure,
nutritional status, and metabolic activity of microbial communities in soil. In: Stotzky,
D. G., Bollag, J.M..(Eds), Soil Biochemistry. Marcel Dekker, INC New York, pp. 229-
262.

Vestal, J.R., White, D.C., 1989. Lipid analysis in microbial ecology. Bioscience 39, 535-
541.

Weisenber, G.L.B., Schwark, L., 2006. Carboxylic acid distribution patterns of temperate
C; and C4 crops. Organic Geochemistry 37, 1973-1982.

Zelles, L., Rackwitz, Q.Y. Bai, Beck, T., Beese, F., 1995. Discrimination of microbial
diversity by fatty acid profiles of phospholipids and lipopolysaccharides in differently
cultivated soils. In: Collins, H.P., Robertson, G.P., Klug, M.J. (Eds.), The significance
and regulation of soil biodiversity. Kluwer Academic Publishers, pp. 115-122.

61



IV - Influéncia da Correcao da Acidez, Adubaciao Fosfatada e Adicao de
Sacarose na Matéria Organica de um Latossolo Vermelho-Amarelo

Humico

RESUMO

O uso agricola dos Latossolos Himicos na regido da Zona da Mata Mineira, principalmente
com a cafeicultura, tem levantado a hipdtese de que a matéria organica humificada possa
apresentar perdas em funcdo das praticas agricolas adotadas. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o comportamento da matéria organica do solo quando da aplicagao de
calagem, adubagdo fosfatada e adi¢do de fonte de carbono 1abil (sacarose). O solo estudado
foi um Latossolo Vermelho-Amarelo distr6fico humico da regido de Sericita-MG, sendo o
experimento conduzido em laboratorio com temperatura controlada a 25°C. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado num esquema fatorial 5x2x2, sendo cinco niveis
de calagem (0; 0,5; 1; 2 e 3 vezes a quantidade necessaria para elevar a satura¢do de bases
do solo a 60%), dois niveis de adubagao fosfatada (com e sem, na forma de KH,PO,) ¢ dois
niveis de aplicacdo de uma fonte de C 1abil (com e sem, na forma de sacarose). Curvas de
respiracdo foram estabelecidas a partir das quantidades acumuladas de C-CO, liberado
durante 136 dias e ajustadas ao modelo de cinética de primeira ordem. Apods o periodo de
incubagdo foram avaliados o C total do solo e das fragdes humificadas (humina, hiimico e
falvico). A produgdo total de C-CO, acumulado no tempo foi afetada positivamente pela
presenca de sacarose. A fragdo fulvica do solo tendeu a aumentar com a adigao de C-labil e
reduzir com a presenga de fosfato. Observou-se também, com a calagem, reducdo do C da
fragdo acido humico, e incremento no C da fragdo humina. Os resultados indicam que
praticas agricolas como calagem, adubagdes fosfatadas e adi¢des de residuos na forma de

C-labil alteram a dinamica do C da matéria organica de Latossolos humicos.

Palavras chaves: calagem, solos tropicais, respirometria, substancias humicas.
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SUMMARY: Influence of liming, phosphate fertization and sucrose addition in organic

matter of Humic Latosol (Oxisol)

The agricultural use of soils in the Region of Zona da Mata in Minas Gerais, mainly
with coffee crops, has been raising the hypothesis that humified organic matter may be lost
as a function of the adopted agricultural practices. The objective of this work was therefore
to evaluate the behavior of organic matter in the soil following application of liming,
phosphate fertilization and addition of a labile carbon source (sucrose). The studied soil was
a dystrophic red yellow Latosol from Sericita-MG. Trials were conducted in laboratory with
controlled temperature at 25°C. The experiments were arranged in a complete randomized
design in a 5x2x2 factorial scheme, with five liming levels (0; 0.5; 1; 2 and 3 times the
amount needed to increase soil base saturation to 60%), two levels of phosphate fertilization
(with and without, in the form of KH,PO,) and two levels of a labile carbon source (C)
(with and without, in form of form sucrose). Respiration curves were established from the
accumulated CO; liberated during 136 days and then fitted to the first order kinetic model.
Following the incubation period, C total in the soil and humic fractions (fulvic, humic and
humin) were evaluated. The total C-CO, production accumulated over time was positively
affected by the sucrose. The fulvic acid fraction in the soil tended to increase with addition
of labile-C, but reduced with the addition of phosphate. Liming caused reduction in C of the
humic acid fraction but increased C of the humin fraction. Results indicated that
agricultural practices such as liming, phosphate fertilizations and addition of residues in the

form of labile-C changed the C dynamics in organic matter of humic Latosols

Key words: liming, tropical soils, humic substances, land use.
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1- INTRODUCAO

Praticas agricolas como calagem, adubacdo fosfatada e adi¢do de material organico
labil podem propiciar modificagdes na dindmica da matéria organica do solo (MOS),
principalmente por alterarem seus compartimentos em funcdo da entrada de energia no
sistema. Atualmente, grande importancia vem sendo dada a influéncia dessas praticas
agricolas na mineralizacdo e produgdo da MOS em fungdo de afetarem a dinamica do
carbono (C), acarretando assim mudangas globais no ciclo deste elemento (Bayer et al.,
2006; Lal, 2004)

Os Latossolos humicos sdo caracterizados por apresentarem horizonte A espesso e
rico em C, sendo em sua maioria distréficos (Ker, 1999). Esses solos estocam, em média,
29 kg m™ de C, sendo preferencialmente compartimentalizado na forma de 4cidos htumicos
(40%), humina (39%) e acidos fulvicos (21%) (Assis et al. 2005, dados ndo publicados). A
natureza do humus e a distribuicdo das fracoes humificadas variam, entre outros fatores,
com a acidez, presenga ou auséncia de bases (Zech et al.,1997). Dessa forma, podem
ocorrer alteragdes neste compartimento estavel da MOS uma vez que corre¢do da acidez e
adubagdes sdo praticas essenciais na obten¢do de produtividades das culturas nesses solos.
Contudo, a calagem (Badalucco et al., 1992; Smolander et al., 1994) e as adubagdes podem
atuar sobre a composi¢do, quantidade e atividade dos microrganismos envolvidos nas
transformagdes organicas, podendo influenciar indiretamente no comportamento do C
presente nas fracdes humificadas deste solo.

Em fung¢ao de sua distrofia e, em grande parte a presenca de elevada acidez, esses
solos também apresentam baixa atividade de microrganismos no solo. Contudo, sabemos
que a atividade microbiana ¢ um parametro integrador de muitos dos processos que
envolvem as transformagdes do C no solo (van Hees et al., 2005) e que o uso agricola pode
influénciar em sua dindmica no solo (Janzen, 2004). Compostos de C de baixo peso
molecular (p.e., glicose e sacarose) originados da decomposi¢do de restos vegetais e de
rizodeposi¢ao sao importantes reguladores dos fluxos de C no sistema solo, podendo assim
influenciar em diferentes compartimentos desse elemento nos solo.

A atividade microbiana edafica esta intimamente relacionada com os processos de
degrada¢ao da MOS, os quais podem ser inibidos ou estimulados com a presenga de
substratos no solo. Ela pode ser medida através da avaliacdo da atividade respiratoria do
solo, sendo um fator importante para se determinar a mineralizacdo de compostos organicos

no solo (Stevenson & Verburg, 2006; Curtin et al., 1998). O ajuste de um modelo de
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cinética de primeira ordem aos dados obtidos em ensaio de respirometria pode fornecer
parametros representativos para se avaliar, em resposta energética adicionada no sistema, os
efeitos da calagem e da adi¢do de fésforo e carbono 14bil nas alteracdes da matéria organica
de Latossolos com horizontes A hiimicos. Até onde conhecemos os estudos relacionados
com alteragcoes da MO em Latossolos com horizontes A humico em func¢ao do uso da terra
sdo escassos, apesar de grande parte destes solos ser utilizada com cafeicultura e pastagem
na Zona da Mata de Minas Gerais.

Neste contexto esse trabalho teve por objetivo avaliar, sob ensaio de respirometria,
as alteragdes na matéria organica de um Latossolo Hiimico submetido a calagem, adubacao

fosfatada e adi¢ao de sacarose.

2 - MATERIAL E METODOS

O solo utilizado foi classificado como Latossolo Vermelho-Amarelo distrofico
huimico, franco-argiloso, pertencente a regido de Sericita, Zona de Minas Gerais. Foi
coletada amostra composta de 15 subamostras entre 40-60 cm de profundidade no
Horizonte A humico. As caracteristicas fisico-quimicas do solo estdo apresentadas na
Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas fisico-quimicas do Latossolo Vermelho-Amarelo distréfico

himico amostrado entre 40-60 cm de profundidade

Caracteristicas Quimicas "' Caracteristicas Fisicas "
(}1;%) P K Ca™ Mg® AP H+Al T P-rem COT NT° AG AF S A Ds
2
mg dm™ cmol, dm™ mg L' dag kg’ dag kg’ gem”
5.5 0.7 30 2.0 0.4 0.2 12.6 9,84 4.9 47 032 28 9 29 34 0.80

' pH em agua (relagio 1:2,5); P e K extraidos com Mehlich-1; Mg, Ca e Al extraidos com KCl1 1 M; H+Al
extraidos com Acetato de Calcio 0,5 M em pH 7,0; T = CTC a pH 7,0; P -rem = fésforo remanescente; COT =
carbono orgénico total de acordo com Yeomans & Bremner (1988); NT = nitrogénio total, método Kjedahl;
AG = areia grossa; AF = areia fina, A = argila; Ds = densidade do solo, método do anel volumétrico.

Para a montagem do experimento, os tratamentos foram arranjados em esquema
fatorial 5x2x2, sendo cinco niveis de calagem (0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0 vezes a necessidade
de calagem), dois niveis de adubacdo fosfatada (com e sem), e dois niveis de carbono 1abil
(com e sem), em delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes. A
necessidade de calagem foi determinada de forma a elevar a saturacao de bases do solo a
60%, sendo utilizados carbonatos de célcio (CaCOj3) e magnésio (MgCOs) em proporg¢ao de
4:1. A aplicagdo do fosfato baseou-se na recomendagdo para a manutencdo da

produtividade do cafeeiro, sendo utilizados 40 kg ha! de P na forma de KH,PO,. Para
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adicdo de carbono l4bil utilizou-se 15 mL de soluc¢io de 10 g L' de sacarose (Hogberg &
Ekblad, 1996).

Apods a aplicagio dos tratamentos, as amostras de solo (50 cm’) foram
acondicionadas em frascos de 500 cm’, hermeticamente fechados. O C-CO, liberado pela
atividade microbiana do solo foi capturado em solucdo de NaOH e determinado por
titulacio com HCI 0,5 mol L, apos adicdo de 5 mL de solucdo de BaCl, 1 mol L'e
fenolftaleina como indicador. A quantidade total de C-CO, evoluido correspondeu ao
somatorio dos valores obtidos em cada medi¢do. Durante o ensaio, a umidade do solo foi
mantida em torno de 60% da capacidade maxima de retengdo de agua. O experimento foi
conduzido durante 136 dias em laboratério com temperatura controlada a 25 °C.

Em seguida foram avaliados o C organico total do solo (COT) e das fragdes acidos
humicos, falvicos ¢ humina. As fragdes acidos fulvicos, acidos himicos ¢ humina foram
extraidas de acordo com a diferenca de solubilidade em 4cido e alcali (Schnitzer, 1982). Os
teores de COT do solo e das fracdes humificadas foram determinados por oxidagdo via
umida, utilizando-se solugdo de K,Cr,O; em meio 4cido, com aquecimento externo
(Yeomans & Bremner, 1988).

Os valores CO, acumulado foram relacionados aos intervalos de tempo de

incubagdo onde, para descrever a cinética de producao de CO,, empregou-se o seguinte
modelo de cinética: ¥ = A(l —e™™ ), onde Y= quantidade total de CO, liberada no tempo t

de incubacdo; A= quantidade de CO, produzida num tempo infinito e, k= constante de
velocidade de degradacdo de primeira ordem (Jenkinson & Rayner, 1977).

Os valores obtidos para os paramentros cinéticos 4 e k e, para COT, C da fragdo
htimica, C da fragado fulvica, C da fra¢do humina foram submetidos a analise de variancia.
Dentro de cada nivel de calagem e de C-labil foram comparadas as médias dos tratamentos
com e sem P pelo teste F (p<0,05). Da mesma foram analisadas as médias dos tratamentos
com e sem C-labil dentro de cada nivel de calagem e de P. Também foram avaliados dentro
de cada combinagao os efeitos polinomiais da calagem sobre as variaveis estudadas através

de regressdo linear. Como auxilio computacional utilizou-se o programa SAEG ® - UFV.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A adi¢do de sacarose (C-labil), tanto em tratamentos com e sem de P, favoreceu o
aumento da atividade microbiana (Tabela 2), sendo que apenas no tratamento que recebeu
INC ndo foi observado efeito da sacarose quando da auséncia de P no sistema. Estimulos

na respiracdo com a adicao de calagem também foram verificados por Persson et al. (1989),
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Marschner & Wilczynski (1991). Apesar de observarmos aumento nos valores de A com a
adicdo de sacarose no sistema, o incremento no k apenas foi observado nos niveis com 2 e 3
NC.

Os resultados obtidos nos tratamentos que nio receberam sacarose ¢ P refletiram o
efeito da adicdo da calagem. Neste caso observamos que com o aumento no nivel de
calagem houve tendéncia de aumento nos valores médios de k. Com excec¢do de 3NC, ndo
observamos efeito da aplicagdo de P sobre os valores obtidos para a varidvel k.
Contrariamente, na presenca de P e sacarose, os valores de k foram maiores nos tratamentos
com 2 ¢ 3 NC. Podemos considerar que em condi¢des de campo a partir da dosagem de 1
NC a taxa de degradacdo do material organico do solo pode ser significativamente

aumentada na presenca de adubacao fosfatada e fontes de C mais lébeis.

Tabela 2 — Parametros cinéticos relativos ao ajuste do modelo de cinética de
primeira ordem'” relativos & adigdo de carbono 1abil e fosfato sob efeito de diferentes niveis
de calagem

Niveis de Presenca de Sacarose Auséncia de Sacarose
Calagem @ +p© -p +P -P
A (ug g de CO, do COT®)
0 75.32 aA 73.30 aA 56.36 aB 47.25 aB
A 79.51 aA 66.84 bA 58.02 aB 56.96 aB
1 74.09 aA 65.41 aA 56.79 aB 59.35 aA
2 77.06 aA 72.95 aA 65.31 aB 54.04 bB
3 77.82 aA 82.06 aA 60.87 aB 59.75 aB
k (dia ™)
0 0.035 aA 0.033 aA 0.029 aA 0.024 aB
A 0.025 aA 0.026 aA 0.022 aA 0.020 aA
1 0.033 aA 0.036 aA 0.029 aA 0.023 aB
2 0.035 aA 0.032 aA 0.023 aB 0.029 aA
3 0.037 aA 0.028 bA 0.027 aB 0.035 bA
1’2
0 0.94 ™ 0.96 " 0.92"" 0.92™
A 0.97™ 0.95™ 0.93" 0.94™
1 0.94 " 0.93 0.93 0.92 "
2 0.95 " 0.97™ 0.94 " 0.90 "
3 091" 0.92™ 0.90 " 0.89 ™

Dy = A(l —e™ ); @ proporgdo referente a necessidade de calagem para o solo, © fosforo
na forma de fosfato de potassio, © carbono orginico total. Diferencas estatisticas
encontradas usando teste F para p<0,05. Médias seguidas pela mesma letra maiuscula e
minuscula ndo diferem estatisticamente para adi¢do de carbono 14bil e adubacao fosfatada,

respectivamente. o significativo a 1% pelo teste F.

67
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pg g'deC-CO,por COT

Através do ajuste dos pontos experimentais ao modelo de cinética de primeira
ordem foi possivel verificar dois distintos estagios na evolu¢do acumulada de C-CO,, onde
em fung¢do dos valores de k, a meia-vida foi em média 25 dias, com valores variando de 19
a 35 dias. Como observado na Fig.1 nos primeiros 25-30 dias foi possivel observar aumento

crescente na liberacdo de C-CO,, dando seqiiéncia a uma fase mais lenta com fluxos de C-

CO2 mais estabilizados até os 136 dias da incubagao (Fig. 1).
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Fig. 1 — C-CO; acumulado em fun¢do do tempo de incubagdo com adigdes
proporcionais de 0; 0.5; 1; 2; e 3 NC (Necessidade de Calagem) sob efeito da adi¢do de P
(adubacao fosfatada na forma de KH,PO4) e C-labil (na forma de sacarose) para um
Latossolo Vermelho-Amarelo humico. As linhas correspondem ao ajuste dos pontos

experimentais ao modelo de cinética de primeira ordem, Y = A(l — e"k’)
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As curvas de liberacao de C-CO, relacionadas ao COT presente no solo fazem inferéncia
a atividade dos microrganismos que atuaram na mineralizagdo da MOS (Fig.1). Graficamente
observamos que a adicdo conjunta de P e sacarose favoreceu a produgdo de C-CO,, indicando
assim maior efeito da adi¢do conjunta em comparacdo aos seus efeitos isolados. Este resultado
confirma que a adi¢ao conjunta da fertilizacao e residuos labeis no solo aumenta a evolugao de C-
CO;, em detrimento a adi¢do isolada (Azam et al., 1985; Vanlauwe et al. 2001; Moran et al.
2005). Avaliando a respiragdo microbiana, no tempo, depois da adicdo de glicose,
glicose+tnitrogénio e glicosetfosforo em um solo tropical dacrico, llsted & Singh (2005)
encontraram aumento na respiragao quando fosforo foi adicionado junto com glicose em relacao
a sua aplicacao isolada.

De acordo com Haynes (1982) a precipitagdo de fosfatos como fosfato de célcio insoluvel
diminui a disponibilidade do fosfato em solugdo. Contudo observamos que no tratamento com
3NC a presenga de P, inicialmente, aumentou a atividade respiratdria. Acreditamos que nestas
condi¢des houve maior disponibilidade de P para a comunidade microbiana do solo, ou até
mesmo favorecendo populacdes microbianas que t€m crescimento limitado com a auséncia deste
elemento. Para Stevenson & Cole (1999) a solubilidade de fosfatos de célcio e magnésio pode ser
aumentada através da producdo de 4cido carbonico durante a liberagio de CO,
(CO, + H,0 = H' + HCO3). Os valores médios de pH obtidos com aplicagdo de fosfato no
tratamento com 3NC, foram de 7,67 e 7,71 para presenca e auséncia de sacarose,
respectivamente. De acordo com Sauchelli (1965) a partir de pH 7,5 ha aumento na solubilidade
dos fosfatos de calcio. Dessa forma podemos dizer que houve maior disponibilidade de fosfatos
nessa condicao do tratamento com 3NC quando da presenga de adubagdo fosfatada, os quais
podem ser utilizados como recurso energético pelas comunidades microbianas presentes no solo.

Para C organico total do solo (COT) ndo foram observadas diferencas significativas entre
os tratamentos, com excecdo daqueles que receberam dosagem de 3NC, onde foi possivel
detectar reducao COT com a adicdo de P (Tabela 3). Na fragdo fulvica, definida como a menos
estavel, observamos um pequeno, porém significativo aumento (P<0,05) com a adicdo de
sacarose nos tratamentos com 0 e 2NC.

Em resposta a calagem ndo constatamos efeito sobre os teores de COT do solo (dados ndo
mostrados). Serrano et al (2003), estudando solos acidos cultivados com café em Veracruz no

México, também ndo observaram impacto sobre o COT quando utilizaram 3.6 a 9 t ha' de
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CaCOs. Neste trabalho, quando comparamos o COT entre os diferentes tratamentos (presenga ou
ndo de P e sacarose) ndo observamos mudangas significativas nos teores de C entre os
tratamentos, porém quando analisamos as fragdes humificadas algumas significancias observadas
sugerem que durante o experimento houve movimentagdo do C neste compartimento da MOS
(Tabela 3). Dado que grande parte da MOS destes Latossolos se encontra na forma humificada
este resultado indica importantes movimentagdes do C no solo, mesmo em situagdes onde ndo se

observa altera¢des nos teores totais do mesmo.

Tabela 3 — Teores de carbono organico total do solo (COT) e das fragdes humina (C-
FHN), 4cido humico (C-FAH) e fulvico (C-FAF) apds incubagdo por 136 dias com 0, Y2, 1,2 ¢
3NC (doses referentes a necessidade de calagem do solo) em presenca e auséncia de fésforo
(KH,PO,) e C-1abil (sacarose)" .

Niveis de Presenca de C-labil Auséncia de C-labil
Calagem +p® -P +P -P
COT
0 5.57 Aa 5.80 Aa 4.99 Aa 532 Aa
Va 5.24 Aa 4.94 Aa 541 Aa 4.82 Aa
1 5.30 Aa 5.67 Aa 4.82 Aa 5.19 Aa
2 5.33 Aa 5.55 Aa 5.13 Aa 547 Aa
3 5.07 Aa 5.35 Aa 5.13 Ab 6.05 Aa
C-FHN
0 2.35 Aa 1.85 Aa 1.77 Aa 1.79 Aa
Va 2.04 Aa 1.91 Aa 2.23 Aa 2.12 Aa
1 2.07 Aa 2.00 Aa 2.25 Aa 2.11 Aa
2 2.40 Aa 2.53 Aa 2.31 Aa 2.49 Aa
3 2.30 Aa 2.58 Aa 2.46 Aa 2.61 Aa
C-FAH
0 2.54 Aa 2.85 Aa 2.39 Aa 2.70 Aa
Ya 2.51 Aa 2.60 Ba 2.50 Ab 3.12 Aa
1 2.69 Aa 2.43 Aa 2.38 Aa 2.45 Aa
2 2.26 Aa 2.38 Aa 2.30 Aa 2.25 Aa
3 1.85 Ba 2.06 Aa 2.26 Aa 1.95 Aa
C-FAF
0 0.53 Aa 0.58 Aa 0.46 Ba 0.51 Ba
Va 0.51 Aa 0.56 Aa 0.54 Aa 0.54 Aa
1 0.54 Aa 0.58 Aa 0.53 Aa 0.53 Aa
2 0.56 Aa 0.62 Aa 0.51 Ba 0.51 Ba
3 0.53 Aa 0.50 Aa 0.52 Aa 0.52 Aa

®) Diferencas estatisticas encontradas usando teste F para P<0,05, as médias apresentadas
seguidas pela mesma letra maiuscula e mintiscula ndo diferem estatisticamente para adi¢do de C-
1abil e fosforo, respectivamente.
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Também observamos que a fracdo fulvica, considerada menos humificada e rica em
polissacarideos (Stevenson, 1994), tendeu a apresentar maiores teores médios de C com a
aplicacdo de sacarose, principalmente quando na auséncia de P (Tabela 3).

Em resposta a calagem constatamos, no geral, incrementos no C na fra¢gdo humina, com
conseqiiente redug¢do no C da fracdo humica (Fig.2). O aumento e redugdo do C para a fragao
humina e 4cido himico, respectivamente, demonstrou o impacto do pH na dindmica dessas
fragdes humificadas no solo. A intensificacdo na calagem pode estar causando microfloculacdes
de humatos de calcio (Jekel, 1986), o que resultaria em pouca solubilidade em alcali dessa fragao,
incrementando assim a fragdo humina. Yagi et al. (2003) também constataram diminuigdes no
conteudo de C da fracdo humica de um Latossolo Vermelho com a calagem. Os processos que
conduzem a esse comportamento precisam ser elucidados, uma vez que se acredita ser resultado
de microfloculagdes de humatos de célcio e, ou, a desestabilizagdo de complexos Al-humus.

Redugdes nas formas trocaveis do aluminio, assim como o incremento de calcio, também
podem estar favorecendo na desestabilizacdo de complexos humicos (Mendonga & Rowell,
1994). Dessa forma, a redugao do C observada para a fracdo hiimica quando da aplicagdo maxima
de calagem (3 NC) (Tabela 3) também pode ter ocorrido em fun¢do da desestabilizacdo de
complexos Al-humus, aumentando a susceptibilidade a decomposicao para essa fragdo. Dados na
literatura confirmam que a calagem reduz significativamente a formagao de complexos organicos
com o Al, assim como a forma trocavel desse elemento no solo (Takahashi et al. 2006; Canellas

et al. 1999; Mendonga & Rowell, 1994).

71



C (dag kg)

-P-CLAB . -P +CLAB
3,0 Y =1,88+0,26 X 3,

Y =181+0,28X
209 81+0,28

R*=091

o 20 2, ’

g Y=2,71+025X Y=276+0.23%

o 15 1 R* =092

8 R*=0,75 ,

o 10 X 1, Y =0,56+0,68X —0,03X”
Y =052 R*=10,60

Oyam 0,

0,0 ; ; ; ; ; ; \ 0.0/

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0 3,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
+P1 -CLAB +P+CLAB
3,01 Y =197 +0,18% 3.0 .
26, R?=0,69 25 Y =223
N 4
2,0<m: : Y =237 2,01
1,51 1,51 Y= 2,54+0,16X —0,13X*
. R*=0,94
1,01 Y =0,56+0,68X —0,03.X> 1,01
R*=0,73 Y =0,54

05kt hhhdbhbhddddddbdbbbbbdbbdidid 0,54 d AR
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

| +—FHN -+ FAH —+FAF |

Fig.2 — Carbono (C) das substancias himicas em fun¢do das doses de calagem
aplicadas. FHN= fra¢do humina; FAH= frag¢do acido hiimico e FAF= fracdo acido fulvico.

Com relagdo a fracdo fulvica observamos resposta a calagem apenas quando da
adi¢do isolada de P e sacarose (Fig.2). De acordo com Mendonga & Rowell (1996) em
solos intemperizados e argilosos, a fracdo flalvica possui maior capacidade de formar
complexos argilo-himicos, o que a torna mais protegida contra a degradacao. Esses autores
também discutem que a caracteristica oxidica e caulinitica dos Latossolos favorece a
decomposicao dos acidos humicos em detrimento aos acidos fulvicos. De modo geral, os
dados obtidos demonstraram tendéncia de redugdo da fragao fulvica quando da aplicacao de
P. Uma explicacdo plausivel seria a competi¢do dos ions fosfatos pelos sitios de ligagao
com a fragdo mineral, tornando os acidos fulvicos mais suscetiveis a degradacdo. A
formacgdo de fosfatos de aluminio e calcio também pode contribuir para a desestabilizacao

do material organico do solo (Haynes & Naidu, 1998; Haynes, 1982).
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4 - CONCLUSOES

2) A producao total de C-CO, acumulada no tempo auemntou com a adicdo de
sacarose em detrimento a presenga de P no solo.

4) A calagem em Latossolos Humicos promoveu aumentos na fracdo humina e
reducdes na fracao humica.

1) Préticas agricolas como calagem, adubacdes fosfatadas e adigdes de residuos na
forma de C 1abil alteram a dindmica do C no compartimento passivo (humificado) da

matéria organica de Latossolos humicos.
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CONCLUSOES GERAIS

Os estudos comparativos entre técnicas analiticas apropriadas possibilitam

identificar mudangas na composi¢do estrutural e molecular da matéria organica do solo

(MOS). O estabelecimento do que possa ser a “impressao digital” dos acidos humicos (AH)

e fulvicos (AF) extraidos de horizonte A humico de Latossolos revelaram pontos chaves:

a)

b)

d)

2)

h)

O escurecimento em subsuperficie no horizonte A pode ser resultado da
presenca de pigmentos melanicos de origem fungica.

Acidos humicos provenientes da regido de Mata Atlantica apresentam maior
descarboxilagdo, desidratagdo e aromaticidade quando comparados aos da regido
de Cerrado.

Acidos falvicos retidos em resina XAD-8 possuem mais grupamentos COOH
sdo mais alifaticos e apresentam maiores contribui¢cdes de compostos originados
da oxidagao de lignina.

A humificagdo dos AH no perfil envolve diminui¢do de grupamentos alquilicos
e aumentos na regido de sinal do C-aromatico, sendo que essa aromaticidade ¢é
devida principalmente a compostos benzenos e toluenos.

Os AH e AF extraidos de solo sob mata natural apresentam maior propor¢ao de
compostos de N, sendo em sua maioria ligados fracamente a estrutura.

Dentro do horizonte A humico, aqueles AH extraidos da superficie apresentam
em sua estrutura maior diversidade de compostos que aqueles extraidos da
subsuperficie.

Os mecanismos de estabilizagdo provavelmente envolvem acumulagdes de
compostos nitrogenados heterociclicos em AH e de compostos aromaticos
(fenodis) em AF.

A dessorcao térmica a 280 °C mostra-se uma técnica sensivel para diagnosticar

influéncias do uso da terra nas modificagoes estruturais de AH e AF.

O impacto promovido pelas mudangas na cobertura do solo pode ser avaliado

através da analise de lipidios totais, assim como a composi¢ao molecular dessa fracdo nao-

humificada. Nas camadas mais superficiais, maiores teores totais de lipidios sao

encontrados em solo sob vegetagdo natural. Na fracdo lipidica dos Latossolos Humicos

estudados predominam os acidos graxos (AG). Na superficie, grande parte desses AG ¢

herdada da serapilheira e, em subsuperficie, provavelmente de exsudagdes radiculares. Os

AG insaturados mostram-se indicadores sensiveis da degradacdo do solo. Compostos n-
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alcanos com Cyg, C3; € Cs3 s@o importantes na determinagao da contribuicao da serapilheira
no padrdao de distribui¢do destes compostos no perfil do solo, principalmente quando se
conhece o historico de sucessdo da cobertura vegetal.

Com relagdo as praticas agricolas que se utilizam da correcdo do solo, adubacao
fosfatada e adicOoes de fontes de C labeis nestes Latossolos com horizonte A humico
observa-se importantes modificagdes na dindmica do C. A calagem neste solo favorece a
movimenta¢do do C no compartimento estdvel, no sentido de diminuir o C da fragdo acido
himico (AH) e aumentar o C da fracdo humina. Considerando que neste solo, mais de 80%
do C total representa seu compartimento estavel, sendo que em média 40% corresponde a
fragdo AH, a pratica de se correcdo da acidez destes Latossolos podera promover

importantes modifica¢des neste compartimento ao longo do tempo.
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ANEXOS
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A1l — Espectros de infravermelho (A) superpostos aos espectros de resolu¢do melhorada (B)
dos acidos humicos extraidos entre 0-10 e 60-100 cm de Latossolos Himicos sob café (LHI1) e
pastagem (LH2).
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A2 — Espectros de infravermelho (A) superpostos aos espectros de resolugao melhorada (B)
dos 4cidos humicos extraidos entre 0-10 e 60-100 cm de Latossolos Himicos sob mata Sericita
(LH3) e vegetagao de samambaia (LH4).
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A3 — Espectros de infravermelho (A) superpostos aos espectros de resolugdo melhorada (B)
dos acidos humicos extraidos entre 0-10 e 60-100 cm de Latossolos Himicos sob mata em
Mutum (LHS5) e cerrado (LH®6).
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A4 — Espectros da ressonancia magnética nuclear de acidos htimicos extraidos de
Latossolos Humicos sob café¢ (LH1), pastagem (LH2), mata em Sericita (LH3), vegetacao
de samambaia (LH4), mata em Mutum (LHS5) e cerrado (LHO6); entre as camadas 0-10 e 60-
100 cm no perfil do solo. Regido I= Regido Carbonila; Regido II= Regido Aromatica;
regido III= Regido O-Alquilica e Regido IV= Regido Alquilica.
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