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Resumo

Os solos de Terra Preta de indio (TP1) s&o considerados férteis devido as elevadas quantidades de
substancias humicas, proveniente da decomposicao de restos de alimentos descartados por povos
antigos da regido Amazénica. Os &cidos humicos (AH) sdo os componentes majoritarios das
substancias htmicas, e responsaveis pela manutencéo da fertilidade da TPI. A analise exploratoria
de espectros de substancias quimicas tem se tornado ferramenta importante no processo de
classificagdo de diversos produtos, tais como, biodiesel e vinhos. Entretanto, ndo foram
encontrados registros na literatura que utilizassem os espectros de AH de solos antrdpicos ou
similares, obtidos por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR), para
classificar a similaridade entre sitios de TPIl. Nesse sentido, foi proposto o uso da anélise
exploratdria, baseada na analise hierarquica (HCA) e dos componentes principais (PCA) de
espectros de FT-IR de AH, obtidos de oitos sitios de TPI do baixo e médio Amazonas. A extracdo
e purificacdo do AH, de amostras de solo de granulometria < 2,0 mm, foi realizada segundo a
Internacional Humic Substances Society. A sua caracterizacdo foi realizada por FT-IR, na faixa
de 4000 a 400 cm?, com resolucéo espectral de 4 cm™. A analises de HCA e PCA foram realizadas
no software estatistico R, pacote ChemoSpec. Neste estudo foi possivel mostrar que € plausivel
distinguir os sitios de TPl em termos de diferencas da estrutura quimica dos AH. Outro aspecto
interessante obtido dos espectros de FT-IR é que os grupamentos C=0 e OH sdo as fungdes que
diferenciam as substancias AH.

Palavra-Chaves: Software R, Pacote ChemoSpec, Amazonas

HCA and PCA SPECTRA FT-IR and UV-VIS ACIDS HUMIC archaeological black
earth. The Indian Black Earth soils (IBE) are considered fertile due to high amounts of humic
substances from the decomposition of food scraps discarded by ancient peoples of the Amazon
region. Humic acids (HA) are the major components of humic substances, and responsible for
maintaining the fertility of the IBE. Exploratory analysis of chemical spectra has become an
important tool in the classification process of various products such as biodiesel and wines.
However, no reports in the literature have been found describing the use of HA spectra
anthropogenic soils or the like, obtained by infrared spectroscopy Fourier transform (FT-IR), to
classify the similarity between IBE sites. It was proposed the use of exploratory analysis based
on hierarchical analysis (HCA) and principal components (PCA) FT- IR spectra of HA obtained
from eight low IBE sites and middle Amazon. The extraction and purification of the HA, particle
size soil samples <2.0 mm, was performed according to the International Humic Substances
Society. Its characterization was carried out by FT-IR, in the range 4000-400 cm%, with a spectral
resolution of 4 cm™. The analysis of HCA and PCA were performed in statistical software R,
ChemoSpec package. In this study, we show that it is reasonable to distinguish the IBE sites in
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terms of differences in chemical structure of the AH. Another interesting aspect of the obtained
FT-IR spectra is that the groups C = O and OH are the functions that differentiate AH substances.

Key-word: Software R, Package ChemoSpec, Amazon

1. Introducéo

As substancias hdmicas (SH) séo
consideradas os ligantes naturais mais
amplamente distribuidos na natureza. A sua
presenca ocorre desde a mais simples classe
de solo até mesmo no continente Antértico
(SPARKS, 2003). As SH podem ser
classificadas em 4&cidos fllvicos (AF),
acidos humicos (AH) e humina, sendo AF e
AH, os componentes mais ativos das SH,
além de serem considerados 0s mais
importantes. Isto porque melhoram a
estrutura de solos; auxiliam a transferéncia
de micronutrientes do solo para plantas;
aumentam a retencdo de agua, as taxas de
germinagdo, além de estimularem o
desenvolvimento da microflora do solo
(SOUZA; SANTANA, 2014).

Os AH e AF sdo diferenciados de
acordo com a solubilidade em meio bésico e
acido. Ou seja, AH sdo sollveis em meio
basico e insollveis em meio 4cido, enquanto
AF sdo solGveis em meio &cido e bésico.
Essa diferenciacdo operacional gera muitas
duvidas na literatura sobre a verdadeira
estrutura de AH e AF (SUTTON; SPOSITO,
2005). Nesse sentido, a espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR) e a espectroscopia de ultravioleta-
visivel (UV-VIS) se destacam como técnicas
fisicas relevantes bastante utilizadas para a
identificagdo  dos  grupos  funcionais
presentes em AH e AF. Essas técnicas
permitiram um consenso sobre as estruturas
de AH e AF, no que diz respeito a presenca
de grupos alcoodlicos, fenolicos, aminas e
amidas (HE; SHI; LIN, 2008).

Na prética, FTIR e UV-VIS séo
utilizados qualitativamente na identificacdo
da presenca de grupamentos organicos nas
estruturas de AH e AF. A distingdo estrutural
de determinado AH ou AF ainda ndo foi
usada para diferenciar um tipo de AH ou AF
de outro. Por exemplo, uma questdo que
intriga os cientistas, € 0 processo de
formacdo das TPI. Esses Antroposol estdo
distribuidos por toda a bacia Amazénica,
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devido ao processo de ocupacdo de antigos
povos da regido (LIMA et al., 2002;
SCHMIDT et al., 2014).

A teoria mais aceita atualmente é
que o processo de formacdo da TPI se deve
a deposicdo de restos de alimentos e
cerdmicas produzidos por esses povos
antigos. Como resultado dessa deposigédo
ocorreu um processo de humificacdo cujo
resultado foi a formagdo de Antrosol ricos
em matéria organica, potassio e fésforo. Por
se tratar de povos némades, acredita-se que
os fragmentos de TPI deixados pelos povos
antigos passaram por intervalos diferentes de
formagdo do solo (LATHRAP, 1970;
MASLIN; BURNS, 2000; GERMAN, 2003;
PESSOA JUNIOR et al., 2012)

Por causa dessa caracteristica,
espera-se que os AH, por exemplo, tenham
estruturas quimicas diferentes. Entretanto,
esse aspecto ndo pode ser observado
somente usando analise qualitativa. Por
outro lado, a analise exploratéria dos
espectros de FT-IR e UV-VIS poderia
fornecer informagdes importantes. Dentre as
questdes que a poderiam ser respondidas
seria esta a classificacdes das TPI de acordo
com segundo suas similaridades. Nesse
contexto, foi proposto um estudo baseado na
Anadlise de componentes principais (PCA) e
analise hierarquica de agrupamentos (HCA)
dos espectros de AH com a finalidade de
proporcionariam responder a hipo6tese da
similaridade entre os sitios de TPl (HOPKE,
2003; GELADI, 2003; MUTIHAC;
MUTIHAC, 2008; MECOZZI et al., 2015).

O uso de HCA e PCA em anélises de
espectros de FT-IR UV-VIS é utilizado
geralmente para verificar a classificagdo de
diversas situagdes. Por exemplo, o estudo de
perfil como fonte de informag&o. Podem ser
citados a classificagdo de  vinhos
(SAURINA, 2010); na selecéo de gréo de
qualidade de café (PAULA; FRANCA;
OLIVEIRA, 2012); na andlise forense para a
classificagéo de pinturas
(MUEHLETHALER,; MASSONNET;



ESSEIVA, 2011) e cocaina (ORTIZ, 2015),
aplicacGes farmacéuticas (ROGGO et al.,
2007), entre outras.

No presente estudo, oito sitios de TPI da

regido amazénica tiveram os espectros FTIR
e UV-VIS de AH submetidos a anélise
exploratéria usando o software R para
obtencdo HCA e PCA. A hipoétese aplicada
ao estudo foi agrupar os AH segundo os
sitios de TPI onde foram coletados.

4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. Local de coleta
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A amostragem de TPI foi realizada na regido
do médio e baixo Amazonas - AM (Figura
1). Os sitios selecionados estdo localizados
nos municipios de Barreirinha, ltacoatiara,
Manaus e Parintins. Na Tabela 1 estdo
listadas a localizacéo e descri¢do dos sitios
de TP amostrados. A grande maioria dos
sitios de TP encontram-se em terra firme,
sendo usadas na agricultura (Tpa e Tpi),
pastagem (Tpp e Tpm), ocupagdo urbana
(Tpl) e preservados (Tph, Tpg e Tpnc).

Figura 1 - Localizacdo dos pontos de coletas de TPI. Fonte: Google Earth

4.2. Amostragem

As amostras de solo foram coletadas
entre os meses de julho e setembro do ano de
2010. A coleta foi feita em ziguezague,
sendo retiradas 15 amostras simples na
profundidade de 0-20 cm com auxilio de
uma pa, em uma area de aproximadamente 1
ha. As amostras de cada ponto de coleta
foram retiradas desprezando as bordas da
fatia; sendo transferidas para um balde de
polietileno limpo, e secas ao ar por uma
semana a temperatura ambiente no
Laboratério. Ficando entdo, desagregadas
manualmente com auxilio de um rolo de
madeira e peneiradas em malha 2,0 mm. As
fracbes maiores que 2,0 mm foram
descartadas e as menores utilizadas para a
extracdo de AH.
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4.4. Extracédo e Purificacdo dos AH

A extragdo e purificacdo dos acidos
hamicos foi realizada conforme descrito pela
Internacional Humic Substances Society
(IHSS), que é um método aceito pela
comunidade cientifica. Inicialmente, as
raizes foram removidas das amostras de solo
seco antes de seres peneiradas em malha de
2,0 mm.

Cerca de 20 g de solo peneirado foi
misturado com 200 mL de HCI (10:1), sendo
em seguida agitada por uma hora em mesa
agitadora. Apds separar a parte sélida por
centrifugacdo a 1000 rpm durante uma hora,
foi adicionado ao residuo, NaOH 0,1 mol L-
1 até o valor de pH aproximado de 7,0, sendo
entdo agitada novamente em mesa agitadora
por 4 h, sob atmosfera de N. Neste ponto, o
AH foi obtido pela precipitacdo com HCI a
6 mol L'te pH em torno de 1,0.



Para a purificacdo do AH, o residuo
foi separado por centrifugacdo a 5000 rpm,
seguida de lavagem com agua deionizada.
Ao residuo tratado foi adicionado 15 mL de

HCI (0,1 mol L1)/HF (0,3 mol L) em um
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recipiente de plastico submetido a agitacdo
por 12 horas em mesa agitadora. Depois de
centrifugado o residuo foi lavado com &gua
até que ndo fosse observada a formacdo de
AgCl, em teste com solucdo de AgNOs

Tabela 1 - Localizacdo e descricdo das caracteristicas dos sitios de TPI

Coordenadas Geograficas

Municipio Sitio Sigla S o Area (ha) Perfil (cm) Localizagdo
Manaus Nova Cidade Tpnc 02°59'34.24" 59°58'48.60" 1,0 30 Terra firme
Sdo José do Amatari  Tpa 03°16'15.32" 58°53'16.79" 2,0 100 Terra firme
Itacoatiara
S8o Pedro de Iracema Tpi  03°18'56.11" 58°48'57.45" 1,0 40 Varzea
Barreirinha Terra Pretado Limdo Tpl 02°47'40.61" 57°10'09.80" 4,0 130 Terra firme
Hospital Jofre Cohem Tph 02°37'14.94" 56°43'36.57" 1,0 40 Terra firme
_ Parananema Tpp 02°40'29.66" 56°46'57.73" 1,5 40 Terra firme
Parintins
Gregoste Tpg 02°59'14.09" 56°49'01.12" 1,0 20 Terra firme
Marajo Tpm 02°54'16.73" 56°47'37.13” 4,0 80 Terra firme

4.5. Espectroscopia de Infravermelho
com Transformada de Fourier (FT-
IR)

As amostras de AH foram
caracterizadas por FT-IR. As amostras de
acidos humicos foram caracterizadas sob a
forma de discos prensados com KBr. Os
discos foram preparados pela mistura
pulverizada em gral de 4gata, com cerca de
1,0 mg de amostra com 100,0 mg de KBr. Os
espectros foram obtidos em um aparelho
Perkin Elmer FTIR Spectrum 2000. Em
média foram efetuadas 20 varreduras na
faixa de 4000 a 400 cm™, com resolucdo
espectral de 4 cm™,

4.7. Analises exploratoria dos dados
A andlise de PCA e HCA foram realizadas

no R, um software estatistico de dominio
publico bastante utilizado. A principal
caracteristica desse software é o grande
nimero de pacotes, existentes para todas as
areas. No caso especifico do PCA e HCA foi
utilizado o pacote do R, ChemoSpec. Esse
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pacote foi elaborado para analisar espectros
de UV-Vis, RMN, IR, cromatogramas, etc.).
A sua abordagem é inteiramente exploratéria
e ndo supervisionada.

Antes das andlises de HCA e PCA,
0s espectros foram normalizados para
reduzir as diferengas existentes nos dados de
cada espectro. No ChemoSpec a
normalizacdo espectral € realizada pela
divisdo de cada frequéncia pela soma de
todos 0s pontos contidos no espectro. Outro
pré-processamento realizado foi o “binning”
ou “bucketing”, em que grupos de
frequéncias foram recolhidos em um valor
de frequéncia, e as intensidades
correspondentes somadas. Dessa forma, os
dados foram compactados e 0s picos mais
estreitos compensados em cada espectro.
Depois do pré-processamento foram obtidos

0S dendrogramas dos espectros
normalizados e os seguintes graficos: PC-
loading, distancia ortogonal, possivel



outliers, autovalor, Scores, variancia
explicada, loading em termos de espectros,
PC1 versus PC2 e covariancia versus
correlagéo.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 mostra 0s espectros de
FT-IR do AH. As principais caracteristicas
sdo bandas de absor¢do nas regides 3700,
3650, 3620, 1098, 1035, 1009, 938, 914,
792, 747,690, 540, 470 e 432 cm™. De modo
geral os AH das TPI apresentaram bandas
tipicas daquelas encontradas para acidos
himicos da regido Amazonica, conforme
mostrado na Tabela 2 (WESTIN et al., 1968;
MAFRA et al., 2007; FREITAS;
SANTANA, 2010). Embora tenham sido
observadas bandas de absorcdo tipicas dos
AH, estas possuem intensidades que variam
conforme o local amostrado. Outro aspecto
observado nos espectros de FT-IR, é a
existéncia de deslocamentos de algumas
bandas assosciadas principalmente, aos
grupamentos O-H. Essa caracteristica pode
indicar que os AH de TPI apresentam graus
de humificagdo diferentes e quantidades de
hidrocarbonetos diferenciadas
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(TIMOFEEVNA SHIRSHOVA,;
GHABBOUR; DAVIES, 2006; SMIDT;
MEISSL, 2007).

Essa afirmacdo é sustentada pelo

trabalho de Janior et al. (2001) que
conseguiu mostrar que AH da regido
Amazonica podem ser fracionados por
tamanhos moleculares diferentes. Logo, as
estruturas dos AH, podem até ter as mesmas
bandas de absor¢do, muito embora, 0s
detalhes observados nos espectros de FT-IR
os diferenciam qualitativamente por causa
da distribuicdo de tamanhos moleculares
diferentes (SHIN; MONSALLIER;
CHOPPIN, 1999).
Outra caracteristica dos espectros de FT-IR
que deve ser levada em consideracao é que
alguns grupos C=0 de &cidos carboxilicos
ligados por ligagdes de hidrogénio absorvem
em comprimento de onda de 1620 cm?,
indicando que na estrutura dos AH podem
ainda estd ocorrendo metilagdes de
grupamentos ésteres. As proprias ligagoes de
hidrogénio causam alargamento de bandas
dependendo da quantidade existente na
estrutura do acido himico (SENESI;
D’ORAZIO; RICCA, 2003).

Tabela 2 — Principais bandas de absor¢do encontras em AH das TPI

n° de onda (cm™)

Atribuicdo

Estiramento OH ligado por ponte de hidrogénio de fendis, estiramento N-H,

Estiramento C=C de anel aromatico, estiramento C=0 de cetonas conjugadas (-

CO-CH,-CO) ou (-CO-C=C-OH), estiramento assimétrico de ions COO"

Deformagao angular OH e estiramento C-O de fendis, deformacéo angular C-H de

Estiramento C-N de grupamento amida e/ou amina, também pode ser atribuida a

4 2 o -
3450 e 3200 contribuigdo OH alcodlico
2900 e 2800 Estiramento assimétrico C-H de alifaticos
1720 e 1700 Estiramento C=0 de grupos carboxilicos e derivados
1650 Estiramento C=0 de amida |
1630 e 1600
1400 e 1375 . o .

¢ grupos CHz, e CHgs e estiramento simétrico de ions COO-

1375 1300 estiramento simétrico de COO"
1250 e 1200 Estiramento C-O
548

A grupamentos de C=C de aromaticos e/ou C-H de aminas secundarias
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Figura 2 — FT-IR dos AH extraidos das TPI.

5.3. HCA e PCA obtidos dos espectros
FT-IR

A Figura 3 mostra os graficos
usados para validar o wuso de duas
componentes  principais. Os  graficos
referentes a percentagem e Score mostra que
as componentes principais podem ser
reduzidas em PCl e PC2 com uma
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percentagem de 81% dos dados. Pode ser
observado que as componentes PC1 e PC2
ndo apresentam outliers, portanto, todos os
espectros  correspondem &  mesma
substancia. Neste caso, todos 0s espetros
deste trabalho correspondem aos AH
presentes nos sitios de TPIl. Apesar de
apresentarem algumas alteragBes em
algumas regides, as modificagcdes nao foram
suficientes para comprometerem a anélise
exploratérias dos espectros de FT-IR. O
interessante nesse resultado é que o AH
formado nas TPI, apesar de passar por
processos antrépicos em sua génese,
apresentam grupamentos guimicos
semelhantes.

Evidentemente, essa semelhanca se
deve também ao proprio processo de
separacdo e purificagdo dos AH. Como ele é
baseado pura e simplesmente em mudancas
de valores de pH. Nesse processo de
separagdo ndo ha possibilidade de se ter uma
seletividade capaz de obter apenas uma
substancia. Em principio a solubilizacdo e
precipitacdo ndo ocorrem somente para uma
determinada substancia e sim para misturas
de moléculas com os mesmos produtos de
solubilidade.

L 6 T 8
FI-IR dos sitios de TPA

(d)

Nimero de companentes

Figura 3 - (a) Decomposicdo individual e efeito acumulativos, (b) efeito dos outliers baseado na
ortogonalidade, (c) Percentagem da decomposi¢do das componentes principais, (d) Analise de Bootstrap

para 0 nimero de componentes.

104



S

108
@

% s
SHES 5
<

%
A Figura 4 corrobora para o fato de
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desempenham papel importante na estrutura
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explicando 58% dos espectros de FT-IR dos
AH. Nota-se também que em PC2 esses
grupamentos apresentam uma percentagem
de 23%. A existéncia desses grupamentos
nas duas componentes principais pode ser
explicada pelo fato de existir ndo somente
uma estrutura para 0s AH e sim uma mistura
composta por &cidos carboxilicos com
diversos tamanhos moleculares. A literatura
também atribui a esses grupamentos a
capacidade de complexag&o e troca catiénica
dos AH. A efetividade das propriedades
fisicas e quimicas dos AH esta intimamente
ligada a esses grupos. Neste contexto, o grau
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de humificacdo influencia diretamente a
capacidade dos AH em realizar a troca
catibnica ou de complexacdo de ions
metélicos. Essa diferenciacdo estrutural
pode ser usada para explicar o PC-loading,
bem como dendrograma dos sitios TPI
(Figura 5). Como esperado, o processo de
humificacdo é determinante na estrutura dos
AH, quando se pensa em regido Amazonica,
cujas  variagbes  climaticas  extremas
contribuem intensivamente para a oxidagdo
da matéria organica. Nessa linha de
pensamento entender a classificagdo
proposta no dendrograma bem como o PC-
loading implica necessariamente na ideia de
que a classificagdo apresentada depende do
grau de humificagdo dos AH.

PG Loadings | PC2Loadngs

Rference S_;.-l::l‘.'..j

2000 Moo 40003

Frequénaa (cm Iy

(d)

409

Fe8 D+ do-04

Covaridncia

Figura 4 — (a) Loading de PC1 versus PC2, (b) grafico loading mostrando as contribui¢es de PC1 e PC2,

(c) e (d) identificacdo das principais frequéncias

Essa diferenciacdo pode estar
relacionada a exploracao atual ou mesmo no
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processo de génese dos sitios de TPI
estudados. Com certeza A andlise



exploratdria usada neste trabalho aponta que
apesar dos AH mostrarem estruturas com 0s
mesmos grupamentos organicos € possivel
diferencia-los. Dessa forma, uma simples
aplicacdo de HCA e PCA nos espectros de
FT-IR permitiu comparar 0s oitos sitios e
classifica-los segundo similaridades dos
espectros.

Outro aspecto importante é o papel
de grupamento susceptivel a oxidagdo. Por
ter grupos funcionais C=0 e O-H a
modificacdo estrutural ocorre por causa da
humificagdo. Apesar dessa afirmacdo ser
consensual na literatura, a aplicagédo do HCA
e PCA possibilita uma nova base para o
estudo das TPI. Ademais, a classificacéo
obtida por essa técnica estatistica pode
consubstanciar e sistematizar estudos sobre
0s AH.

Especificamente para as TPl os
resultados obtidos neste trabalho é uma
ferramenta que permite a classificacdo dos
diversos sitios. O dendrograma mostrado na
Figura 5 mostra a formacdo de quatro
grupos. O primeiro é formado pelo sitio TPP
(area de pastagem); segundo por Tpg (area
preservada) e Tpi (area urbana); o terceiro
por Tpa (&rea de agricultura) e o quatro
formado por Tpi (area de agricultura), area
de pastagem (tpm), Tph e tpnc (area
preservada). Esses mesmos grupos podem
ser observados nos PC-loading (Figura 5).
Os agrupamentos formados sugerem que as
estruturas dos AH ndo obedecem a maneira
como as TPl foram  exploradas.
Evidentemente, que a formacdo de AH esta
relacionada ao tipo de matéria organica que
foi depositado no solo. No caso das TPI,
tem-se adicionalmente, a questdo do
processo de ocupacdo dos solos pelos
antigos povos da regido amazénica.

O estudo sugere também que a
diferenciagéo obtida nos espectros do FT-IR
quando usada para um ndmero maior de
amostras o que permitiria uma melhor
classificagdo dos sitios de TPI.

6. CONCLUSOES

Em termos gerais este trabalho
contribuiu para o estudo de substancias
hamicas, principalmente para o HA. As
andlises de espectros de FT-IR possibilitou
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mostrar que pode ser ter resultados além da
identificacdo de grupos funcionais. Por
exemplo, ao agrupar os sitios de TPI
significa entender por exemplo 0 processo
de migracdo dos antigos povos do
Amazonas. Além disso, a andlise
exploratdria dos espectros de FT-IR pode ser
aplicada classificacdo das substancias
himicas sugerindo novas interpretacdo e
consequentemente novos conhecimentos
dos AH e AF.

PC2 score (23%)
0.000

-0.001

-0.002

T T T T T
-0003 -0002 -0D001 0000 0001 0002

PC1 score (58%)

1

0.000 0001 0002 0003 0004 0.005

o0 (o]
o [=%
= [=

Tpp

Tpne

(6]

Figura — PC-loading e dendrograma
relativo aos dados de TPI.
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