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RESUMO GERAL 
 

García, Andrés Calderín.  Frações sólidas humificadas de vermicomposto: seus 
efeitos em plantas e capacidade para a retenção de metais pesados. 2013. 117f. 
Tese (Doutorado em Agronomia, Ciência do Solo). Instituto de Agronomia, 
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 
RJ, 2013. 
 
Esta tese teve como objetivo estudar duas frações sólidas presentes em um 
vermicomposto (VC) de esterco bovino, avaliando os efeitos da aplicação da fração de 
ácidos húmicos (AH) na regulação do metabolismo antioxidativo em plantas de arroz, 
assim como a capacidade do sólido residual (RH) que fica depois da extração das SH 
solúveis ao VC, para reter cátions de metais pesados em efluentes industriais. No 
capítulo I se apresenta o estudo das características estruturais das frações mediante 
técnicas de elucidação estrutural. Os AH mostraram maior caráter aromático que RH, 
justificado por uma baixa relação H/C e E4/E6, bandas bem resolvidas entre 1500 cm-1 

e 1650 cm-1 no espectro IV, uma aromaticidade de um 28%, com picos entre 90-142 
ppm pertencentes a CAr-H,R e CAr-O no espectro 13C RMN. A Py-CG/MS também 
mostrou maiores conteúdos de substâncias aromáticas (ligninas) nos AH. O capítulo II 
teve como objetivo estudar a capacidade do material residual RH para reter cátions dos 
metais pesados (MP) Ni2+ e Pb2+. Uma massa de 5 g, pH 7 e 150 minutos de agitação, 
foram condições suficientes para reter elevadas quantidades de Ni2+ e Pb2+. O estudo 
cinético se descreveu melhor mediante um comportamento de pseudo 2a ordem e 
mostrou os melhores ajustes para o modelo de adsorção da isoterma de Freundlich. A 
microscopia MEV demonstrou visualmente a retenção destes metais em RH e a 
espectroscopia mostrou possível formação de ligações químicas entre os metais e os 
grupos funcionais ionizáveis. RH, quando testado com águas residuais industriais, 
mostrou uma efetividade de contenção de Ni2+ e Pb2+ superior a 98% e 96%. O 
capítulo III contém o estudo dos efeitos dos AH em componentes do metabolismo 
antioxidativo em plantas de arroz. Os AH mostraram exercer uma regulação da 
homeostase redox, estimulando a produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) e 
controlando seus níveis por meio do estímulo da atividade das enzimas do 
metabolismo antioxidativo. Nas plantas em estresse hídrico induzido, onde foram 
afetados os processos de emissão de raízes laterais, quando aplicados os AH, foi 
preservado o crescimento e desenvolvimento radicular, comprovados mediante a 
emissão de raízes laterais superiores ao tratamento controle sem AH. No capítulo IV 
aparece a caracterização da interação entre os AH e as raízes de plantas adultas, 
avaliando a percepção desta interação através do metabolismo antioxidativo e as 
aquoporinas do tonoplasto. Os AH estimularam o sistema antioxidativo e mostraram 
efeitos protetores em plantas submetidas a estresse hídrico. A espectroscopia 
demonstrou que nos AH aglomerados nas raízes predominam estruturas alquílicas e 
alquílicas oxigenadas (0-110 ppm), carboxílicas (156-186 ppm) e carbonílicas (186-
230 ppm) e apresentam diminuição de estruturas arílicas (110-142 ppm) e O-arílicas 
(142-156 ppm). Nos modos de ação dos AH, se encontram também envolvidas as 
aquoporinas do tonoplasto.  
 
Palavras-chave: Substâncias húmicas. Retenção de cátions metálicos. Espécies 
reativas de oxigênio. 
  



 

 

ABSTRACT 
 

García, Andrés Calderín. Humified solid fractions from vermicompost: effects on 
plants and capacity to retain heavy metals. 2013. 117p. Thesis (Doctor Science in 
Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, 
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013. 

This thesis aimed to study two solid fractions present in a vermicompost (VC) 
obtained from manure evaluating effects of humic acids (HA) in the regulation of 
antioxidative metabolism in rice plants as well as in the ability of the solid waste (RH) 
to retain heavy metals cations in industrial effluents . Chapter I discusses these 
fractions after structural elucidation. The AH showed higher aromatic properties than 
HR , justified by a low H/C ratio and E4/E6, clear bands between 1500 cm-1 and 1650 
cm-1 in the IR spectrum, aromaticity of 28 %, with peaks between 90-142 ppm 
belonging to CAr-H , and R-CAr the 13C RMN spectrum. The Py-CG/MS also showed 
higher contents of aromatic substances (lignin) in AH. Chapter II showed the ability of 
the material to retain residual RH cations of heavy metals (MP) Ni2+ and Pb2+. A mass 
of 5 g, pH 7 and 150 minutes of stirring conditions were sufficient to retain high 
amounts of Ni2+ and Pb2+. The kinetic study is best described by behavior of pseudo 
second order and showed the best settings for the adsorption model of Freundlich 
isotherm. The SEM microscopy confirmed the retention of these metals and 
spectroscopy showed possible formation of chemical bonds between the metal and the 
ionizable functional groups. RH when tested with industrial waste water, showed an 
efficacy of containing Ni2+ and Pb2+ than 98% and 96%. Chapter III discuss the effects 
of HA on the antioxidative metabolism in rice. The AH showed exert regulation of 
redox homeostasis, stimulates the production of radical oxygen species (ROS) and 
controls its levels by stimulating the activity of antioxidative enzymes. In plants under 
induced water stress, it was found the development of lateral roots when applied AH. 
In Chapter IV it is discussed the interaction between HA and the roots by evaluating 
the perception of this interaction through metabolism and antioxidative aquoporinas at 
the tonoplast. The AH stimulated antioxidative system and showed protective effects 
in plants subjected to drought stress. Spectroscopy showed that from HA clusters, 
found at root surface dominate structures like alkyl and alkyl oxygen (0-110 ppm), 
carboxylic (156-186 ppm) and carbonyls (186-230 ppm) and have decreased structures 
arylics (110-142 ppm). Modes of action of AH were also found to be involved in the 
aquaporinas at tonoplasto levels.  

 

Keywords: Humic substances. Retention of metal cations. Oxygen radical species. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 Várias têm sido as definições enunciadas para explicar a estrutura das 
substâncias húmicas (SH). Segundo Schaumann e Thiele-Bruhn (2011), as SH podem 
ser descritas como (i): associações entre moléculas de elevado tamanho, (ii): 
associações de subunidades moleculares de estrutura definida e (iii): associações entre 
estruturas mediante interações intermoleculares que estabilizam uma estrutura superior 
primária. Nebiosso e Piccolo (2012) afirmam que as SH são supramoleculas que estão 
formadas mediante associações entre moléculas de menor complexidade que 
interagem e se estabilizam através da sua afinidade química.  
 Esta complexidade estrutural tem motivado às pesquisas sobre as vias de ação 
pelas quais as SH exercem seus efeitos nas plantas, no entanto, ainda não se 
estabeleceu uma rota única que integre e explique estes efeitos. Nardi et al. (2007), 
mostraram que ácidos húmicos (AH) isolados de solos regulam a atividade das 
enzimas relacionadas com a via glicolítica e de respiração em plantas de milho (Zea 

mays L.) e esta ação depende do tamanho molecular destas substâncias. Por outro lado, 
Canellas et al. (2011), relataram que os AH isolados de vermicomposto (VC) 
apresentaram ação tipo auxina em plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill) e 
seu modo de ação acontece por meio de uma liberação das estruturas bioativas na 
supraestrutura dos AH após ruptura, as quais podem interagir com os receptores 
hormonais nas células vegetais. Neste sentido, Zandonadi et al. (2010), concluíram 
que os modos de ação das SH em plantas de milho (Zea mays L.) acontecem através 
de um mecanismo onde o monóxido de nitrogênio (NO) atua como intermediário nas 
vias de sinalização para a emergência das raízes laterais.    
 Ao mesmo tempo, as SH têm sido utilizadas para reter cátions de metais 
pesados em sistemas aquosos. Schnitzer (1978) mostraram que as SH apresentam uma 
elevada capacidade para reter cátions em solução, devido à considerável quantidade de 
grupos funcionais oxigenados (CO2H, OH de fenóis, C=O). Piccolo e Stevenson 
(1982) relataram que os grupos funcionais COOH, OH e C=O favorecem as ligações 
com os elementos Cu2+, Pb2+ e Ca2+. Os AH, por exemplo, tem mostrado uma elevada 
capacidade de retenção de Pb2+ (Filella e Town, 2001; Jerzykiewicz, 2004). Neste 
sentido, fontes de SH como os VC têm sido utilizados como descontaminates de 
metais pesados. O VC tem sido utilizado para reter cátions de metais Pb2+, Ni2+, V4+ e 
Cr3+ em residuais líquidos (Urdaneta et al., 2008).  
 Apesar destes conhecimentos, ainda é insuficientemente estudada a utilização 
do VC e as suas frações humificadas na sua forma íntegra para a agricultura orgânica. 
É conhecido que naagricultura se utilizam como alternativa ao consumo de 
fertilizantes químicos o húmus líquido e/ou o VC, como reguladores do crescimento 
vegetal. Alguns efeitos de proteção antiestresse têm sido observados quando estas 
substâncias são aplicadas nas plantas, mas ainda são necessários maiores estudos para 
esclarecer essas ações. Ao mesmo tempo, se desconhece hoje um uso eficiente para o 
subproduto obtido após a extração das SH (húmus liquido) do VC, o que resulta na 
maioria das ocasiões em um dejeto do próprio processo de utilização desses VC como 
produto orgânico.  
 
 Diante destas evidências, esta tese pretende dar resposta ao seguinte problema 
científico: 
 Será possível utilizar os AH isolados do VC de esterco bovino bem como 
compostos com ação antiestresse oxidativo em plantas e que o sólido residual deste 
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processo preserve a capacidade de reter cátions de metais pesados presentes em 
efluentes industriais aquosos? 
 
 O objetivo geralproposto por esse trabalho foi: 
 Avaliar os efeitos da aplicação radicular de AH isolados de VC na regulação 
das vias do metabolismo antioxidativo em plantas de arroz submetidas ou não a 
estresse hídrico, assim como a capacidade do sólido residual que fica depois de 
extraías as SH solúveis do VC de esterco bovino, para reter cátions de metais pesados 
presentes em efluentes industriais aquosos. 
 
 Os objetivos específicos que direcionaram a pesquisa da presente tese foram 
estabelecidos de maneira que fossem respondidos em cada capítulo: eles foram os 
seguintes: 

a. Caracterizar através de técnicas químico-físicas e espectroscópicas 
(Composição elementar, UV-vis, FTIR, CP-MAS 13C RMN, MEV, Py-
CG/MS e APCI-MS) as frações humificadas que constituem objeto de 
estudo. 

b. Determinar a capacidade de retenção de cátions de metais pesados (Ni2+ e 
Pb2+) em sistemas aquosos monoelementares e bielementares em nível de 
laboratório e em efluentes industriais. 

c. Caracterizar a retenção dos metais pesados (Ni2+ e Pb2+) através de técnicas 
químico-físicas e espectroscópicas. 

d. Avaliar os efeitos da aplicação radicular dos AH isolados do VC no 
desenvolvimento e crescimento de plantas de arroz submetidas ou não a 
estresse hídrico, e sua relação com os mecanismos defesa do metabolismo 
antioxidativo. 

e. Comprovar a interação entre o sistema radicular em plantas de arroz e os AH 
aplicados via radicular mediante caracterização espectroscópica e sua 
percepção no sistema de defesa antioxidativo em plantas submetidas ou não 
a estresse hídrico. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 A Vermicompostagem, os Vermicompostos e sua Aplicação em Solos e 
Plantas 
A vermicompostagem é um processo que envolve transformações químicas, 

físicas e biológicas de materiais orgânicos em fase sólida (residuais agropecuários de 
origem vegetal e animal), na presença de minhocas e micro-organismos (Garg e 
Gupta, 2009). A utilização de minhocas neste processo também nomeado como vermi-
estabilização, contribui para a fragmentação da matéria orgânica fresca e isto faz com 
que aumente a área superficial disponível para a colonização microbiana (Dominguez 
et al., 2010).  

A utilização de VC nas atividades agrícolas e ambientais está relacionada com a 
capacidade deste material para melhorar atributos químicos, físicos e biológicos do 
solo, e de forma direta e indireta os rendimentos biológicos e agrícolas das plantas 
(Garcia et al., 2013). Dentre outras utilizações conhecidas, o VC tem sido utilizado 
como adubo orgânico para melhorar a fertilidade do solo e como promotor da 
regulação das plantas e estimulante do crescimento vegetal.  

Na utilização de VC para melhorar atributos do solo, uma alternativa 
interessante pode ser a combinação de seu uso com os já existentes e que estão 
baseados em fertilizantes químicos. Uma combinação entre o VC e fertilizantes 
químicos na cultura da cebola foi uma alternativa eficiente para aumentar a fertilidade 
do solo e os rendimentos vegetais, além de uma diminuição de 50% docusto de 
produção (Srivatava et al., 2012). Neste mesmo sentido, estudos executados aplicando 
VC e fertilizantes químicos ao solo, de forma independente ou combinados em um 
período de doze anos, mostrou que o VC aplicado de forma independente aumenta o 
pH do solo (6,3) quando comparado com os outros tratamentos (5,7-5,8),  além de 
aumentar o conteúdo de carbono orgânico, fósforo e nitrogênio (Sujatha e Bhat, 2012). 

Têm-se obtido também resultados atributos físicos, químicos e biológicos dos 
solos quando aplicados os VC de forma direta. O uso de compostos de resíduos de 
vinhaça e vermicomposto de restos vegetais aplicados ao solo permitiu um decréscimo 
nas perdas de solo de 31,2% e um incremento na cobertura vegetal de 68,7% (Tejada 
et al., 2009). Resultados benéficos também são obtidos quando aplicado VC inoculado 
com micro-organismo ao solo. Esse consórcio VC e micro-organismo é capaz de 
melhorar atributos físicos do solo como a densidade e a capacidade de retenção de 
água, assim como as propriedades químicas como pH, carbono orgânico, N, P e K 
(Singh et al., 2013). 

Embora sejam satisfatórios os resultados obtidos com o uso do VC para fins 
agrícolas, a associação com os fertilizantes químicos e micro-organismos nas técnicas 
já existentes, parece ser a via mais interessante para implementação dos VC como 
alternativa fitotécnica agrícola. Isto porque é conhecido que os processos agrícolas e 
fito-tecnológicos que tentaram aplicar uma agricultura orgânica em substituição total 
dos químicos sintéticos utilizados tradicionalmente apresentam prejuízos nos 
rendimentos agrícolas, sendo hoje uma desvantagem (Lazcano et al., 2010). Autores 
como Doan et al. (2013), comprovaram em experimentos feitos em casa de vegetação 
que a substituição total de fertilizantes minerais pelo uso do VC pode ocasionar uma 
redução do rendimento das culturas. 

No entanto, alguns trabalhos mostram que o VC obtido a partir de lodo de 
esgoto, quando aplicado no cultivo de plantas de feijão (Phaseolus vulgaris L.), 
produz um melhor desenvolvimento das plantas quando comparado às tratadas com 
fertilizantes inorgânicos (Valdez-Pérez et al., 2011). Também para plântulas de tomate 
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decomposição da biomateria, devido a reações químicas que acontecem aleatoriamente 
no grande pool de fragmentos e moléculas da própria biomateria. 
 Em 2012, mediante um procedimento denominado por Nebbioso e Piccolo 
(2012) como Humeómica, os autores enunciaram que as SH são formadas por 
moléculas heterogêneas que se associam em função de sua forma, tamanho, afinidade 
química, hidrofobicidade e sua caracterização estrutural esta limitada pela força das 
interações que estabilizam suas associações numa estrutura supramolecular. 
 Independente de existir ou não uma definição única para as SH, os estudos 
coincidem em que elas são formadas no ambiente terrestre pela decomposição do 
material de origem vegetal ou animal depositado no solo. Segundo as evidências é 
possível entender a heterogeneidade químico-estrutural dos materiais humificados. A 
Figura 2 mostra a diversidade de estruturas presentes em um vermicomposto de 
esterco bovino. Podem-se observar fragmentos lignínicos, ácidos graxos, compostos 
nitrogenados entre outros, provenientes dos materiais vegetais e animais que os 
originaram (Balmori et al., 2013). 

 

Figura 2. TIC(cromatograma de íons totais) de uma fração residual sólida de um 
vermicomposto de estercou bovino. Derivados de carboidratos (�), compostos 
nitrogenados (O), derivados de ligninas, ésteres metílicos de ácidos graxos 
(FAME), álcoois graxos (FA), hidrocarbonetos (H), compostos terpênicos (Tp) 
(Modificado de Balmori et al., 2013) 

 
2.2.1 Características estruturais das SH, suas frações e efeitos 
 Embora seja possível isolar a partir do solo as três frações fundamentais de SH, 
ácidos húmicos, ácidos fúlvicos e huminas, as duas primeiras tem sido alvo de estudo 
na maioria das publicações científicas para avaliar suas funções. As características 
estruturais destas frações variam de acordo com sua fonte de origem e o tempo de 
transformação ou formação que a matéria orgânica tem tido nessa fonte.  
 Canellas et al. (2012), trabalhando com frações húmicas isoladas de diferentes 
tipos de solos do Brazil, de vermicompostos e seus derivados sintéticos, mostram 
mediante análise de 13C-MNR, como varia a presença das estruturas de acordo com a 
fonte de origem da fração. Os autores relatam que um maior conteúdo de estruturas 
polares e alquílicas estão presentes nas frações de vermicompostos quando 
comparados com seus derivados, com conteúdos semelhantes às frações isoladas de 
solos. Assim, frações isoladas de solos, foram os mais hidrofóbicos e aromáticos 
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quando comparados com os restantes analisados. Por outro lado, estas frações húmicas 
estudadas estimularam a emissão de raízes laterais em plantas de milho (Zea mays L.) 
e a atividade das H+-ATPase independente da sua fonte de origem, sendo as estruturas 
do tipo O-alquil, metoxilas/N-alquil e índice de hidrofobicidade (HB/HI) as que 
explicaram em 88% este tipo de efeito. 
 As características estruturais de AH isolados de diferentes vermicompostos e 
em diferentes estados de maturação e seus efeitos nas plantas foram também 
estudados. Os AH de diferentes vermicompostos mostraram diminuição dos conteúdos 
de estruturas tipo carboidratos e uma preservação de estruturas alquílicas e arílicas 
durante o processo de vermicompostagem. Foi também mostrado que não se 
evidenciam mudanças no peso molecular, no entanto, se manifestaram aumentos das 
estruturas hidrofóbicas com o aumento do tempo de maturação do vermicomposto. 
Assim, os AH isolados a partir dos 60 dias de vermicompostagem mostraram exercer 
efeitos na emergência de raízes laterais e indução na bomba de prótons independente 
das suas particularidades estruturais (Aguiar et al., 2012). 
  
Tabela 1. Alguns estudos que mostram o isolamento de frações húmicas a partir de 

diferentes fontes de origem, sua caracterização mediante diferentes técnicas 
químico-físicas e as principais informações que foram obtidas a partir da 
análise estrutural. 

SH Fonte Técnica de 
caracterização 

Principais observações Referencias 

AH, 
FA 

Solos 
1H-RMN 
13C-RMN 

AH são + aromáticos, contem - 
quantidade de C-carboidratos e H 

alifáticos que os FA. 
Zu-Yi et al., 1999 

AH, 
FA 

Solos 

Composição 
Elemental. 

UV-vis 
FTIR 

13C-RMN 

↑ Condensação aromática quando 
↑ a profundidade no solo. 
↓deO-alquil-C quando ↑ a 

profundidade no solo. 
 

Gondar et al., 2005 

AH, 
FA 

Solos 

Composição 
Elemental. 

UV-vis 
FTIR 

1H-RMN 

FA com ↓ teor de C, ↑ teor de O, 
↓ relação E4/E6, ↓ grau de 
aromaticidade que os AH 

Dobbss et al., 2009 

SH Solos 
DRIFT 

1H-RMN 

Mudanças em grupos funcionais 
com o uso de adubos. 

↑de aminoácidos aromáticos, 
ligninas e ácidos graxos/ésteres 

em solo adubados com estrume de 
fazenda 

Ferrari et al., 2011 

 
2.3 Interações entre SH e as Plantas 
 Entender as interações que ocorrem entre as SH e o sistema radicular das 
plantas é de grande importância para uma melhor compreensão de seus modos de 
ação. Duas questões fundamentais tornam importantes os estudos da relação SH-
raízes. A primeira, esta relacionada com o fato de compreender o que acontece no 
meio natural de crescimento das plantas onde estas substâncias se encontram; a 
segunda esta relacionada ao fato de que a maioria dos experimentos feitos para estudar 
os efeitos das SH nas plantas, se utiliza as vias de aplicação radicular. 
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 Embora os estudos de interação SH-raísez não tenham sido o centro das 
pesquisas, no século passado foi mostrado que os fragmentos de SH interagem de 
forma direta com a estrutura dos sistemas radiculares. Os estudos mostraram como os 
AH e AF marcados com isótopos de 14C e nos primeiros momentos de interação raiz-
SH (3h), se associam em maior quantidade à parede celular e posteriormente (18h), 
passam a formar parte de componentes solúveis das células. Dentre todas as frações, 
os AH são os que se associam em maior quantidade à parede celular nas raízes e os AF 
os mais incorporados (Vaughan e Ord, 1981). O entendimento desta interação SH-raiz, 
faz compreender como são assimiladas estas substâncias e como exercem seus efeitos 
em nível foliar, pois é conhecido, a partir de experimentos realizados com plantas de 
trigo, que do total de 14C associado às SH e absorvidos pelas plantas através das raízes, 
somente 5% foi transloucado até os tecidos foliares (Vaughan e Lineham, 1976).  
 Sobre a interação SH-raíz, na literatura se relatam interações de natureza física, 
especificamente para os AH, que modificam a funcionalidade das membranas 
celulares. Os aglomerados supramoleculares coloidais de AH em solução podem 
migrar até a superfície das raízes e causar entupimentos de poros e sítios de 
transpiração radicular. Estas interações AH-raíz e formações de camadas de 
aglomerados podem ser na sua maioria interações eletrostáticas e de Van der Waals. 
Estes fenômenos causam reduções na condutividade hidráulica, crescimento de órgãos 
foliares, transpiração e resistência ao estresse hídrico; este tipo de mecanismo de ação 
foi denominado estresse coloidal (Asli e Neumann, 2010). 
 Recentemente foi mostrado mediante microscopia eletrônica que existe uma 
forte interação entre os AH e o interior das raízes das plantas (Figura 3). Em trabalhos 
onde se estudaram as regiões de maior interação entre o sistema radicular nas plantas e 
os AH, foi visualizado que existe um transporte preferencial dos SH através do 
apoplasto. Não foram encontradas quantidades significativas de AH nas células 
epidérmica sendo a endoderme o principal ponto de controle para o seu transporte 
(Kulikova et al., 2013). 
 

 

 

Figura 3. Corte transversal de uma região de um pelo radicular (a) e seu radiograma 
(b), 100x (modificado de Kulikova et al., 2013). 

2.3.1 Resposta antioxidativa em plantas pela aplicação de SH 
 As ERO (1O2, O2

. -, OH- e H2O2) foram incialmente reconhecidas nas plantas 
como espécies químicas tóxicas produzidas a partir do metabolismo aeróbico (Mittler 
et al., 2011), porém, além de subprodutos gerados pelo metabolismo antiestresse, elas 
também desempenham funções como moléculas sinalizadoras (Miller et al., 2010). As 
ERO têm um papel importante nos mecanismos de transdução de sinais, envolvendo 
processos metabólicos como a regulação do crescimento e desenvolvimento das 
plantas, resposta a estresses bióticos e abióticos e morte celular (Suzuki et al., 2012).  
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 Em condições de homeostase e de estresse, as ERO apresentam diferentes 
teores nos tecidos vegetais. Em processos normais de crescimento, os conteúdos de 
ERO nas células são baixos, sendo entorno de 240 µM s-1 de O2

. - e 0,5 µM de H2O2, 
no entanto, em plantas sob estresse o conteúdo de O2

. - aumenta para 240-270 µM s-1 e 
o H2O2 aumenta para 5-15 µM (Polle, 2001). O ânion O2

. - é produzido nos tilacóides e 
é produto da respiração aeróbica, onde cerca do 1 - 2% do O2 consumido pelas plantas 
se transformam em O2

. -. O O2
. - pode ser uma das primeiras ERO que se formam nas 

plantas, com um tempo de vida médio de aproximadamente 2-4 µs. O H2O2 é formado 
pela redução e dismutação do O2

. -. O H2O2 está começando a ser aceito como o 
mensageiro mais importante na sinalização gerada por ERO devido a sua possibilidade 
de atravessar as membranas celulares e seu tempo de vida médio (~1ms) (Gill e 
Tuteja, 2010; Mittler, 2002). 
 As vantagens das plantas utilizarem as ERO como moléculas sinalizadoras se 
deve à elevada capacidade das células vegetais para produzir e controlar seus níveis 
internos. Para isto é utilizado um complexo sistema de enzimas presentes na maioria 
dos compartimentos celulares. Nos mecanismos de ação e produção das ERO, foi 
recentemente conhecido que as Rbohs, um grupo de proteínas de membrana 
codificadas por uma multifamília de 10 genes em Arabidpsis (AtRboh), tem um papel 
fundamental (Mittler, 2002; Mittler, 2004; Suzuki et al., 2011). Estas informações são 
de grande importância, pois as Rbohs apresentam variadas funções nas plantas e se 
conhece que regulam os mecanismos de sinalização em resposta a estresses abióticos 
(Kwak et al., 2003; Miller et al., 2010). Além disso, as funções nos mecanismos de 
regulação Rboh-ERO nos processos de alongamento celular no crescimento de pelos 
radiculares têm sido comprovadas (Takeda et al., 2008).  
 
2.3.2 As ERO e sua relação com os processos de crescimento e desenvolvimento 

do sistema radicular nas plantas 
 Nos últimos anos, tem-se relatado a participação das ERO em processos 
metabólicos associados a crescimento e desenvolvimento em plantas. Contrariamente 
ao conhecido há alguns anos, as ERO podem regular os processos de crescimento 
radicular por vias independentes aos fitohormônios como as auxinas. Em estudos 
realizados com raízes de plantas de Arabidopsis, foi identificado um fator de 
transcrição UPBEAT1 (UPB1), que regula o balanço entre a proliferação e 
diferenciação celular. Foi encontrado que o fator UBP1 regula diretamente uma serie 
de POX que modulam a quantidade de ERO nas regiões de proliferação e alongamento 
celular quando os processos de diferenciação são iniciados. A perturbação de UPB1 
em plantas mutantes traz como consequência uma alteração no balanço de ERO e um 
retardo nos processos de diferenciação radicular (Tsukagoshi et al., 2010).  
 Da mesma forma, já é conhecido que enzimas de sinalização como as NADHP 
oxidases e as fosfolipases D são de grande importância nos processos de emissão de 
pelos radiculares, isto porque, as ERO produzidas pelas NADHP oxidases ativam os 
canais de Ca2+ na membrana plasmática da região apical radicular, estimulando os 
influxos de Ca2+, processos característicos do crescimento de raízes laterais (Šamaj et 
al., 2010). 
 A participação das ERO nos processos de permeabilidade e polarização de 
membrana abre novos caminhos para o entendimento dos mecanismos de adaptação 
das plantas diante ambientes adversos. Têm-se relatos de que as ERO podem atuar 
mecanismos de sinalização por meio da ativação dos canais de Ca2+ nas membranas 
celulares, sendo isto um dos passos mais importantes mediados pelas ERO na 
regulação das plantas a estresses, sinalização hormonal, crescimento polar e 
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desenvolvimento (Mori e Schoroeder, 2004). Dentre as ERO que participam nestes 
processos, se conhece que baixas concentrações de OH.induz o bombeamento de Ca2+, 
enquanto altas concentrações de OH. induz à incorporação de Ca2+por mecanismos 
passivos (Zepeda-Jazo et al., 2011). Em termos de desenvolvimento dos meristemas 
apicais, sua manutenção e estabelecimento dependem dos mecanismos para manter a 
homeostase das ERO. Assim, ambientes mais oxidantes, propiciam redução da 
proliferação celular, enquanto que, ambientes menos oxidantes ou redutores propiciam 
a mitoses e diferenciação celular (De Tullio et al., 2010) 
 

 

Figura 4. Esquema que relaciona uma possível via para a indução de MPK3 através 
da ação das ATP extracelulares e as ERO. Tomado e modificado de Demidchik 
et al. (2009). 

 
2.4 Geração de ERO pela Aplicação de SH em Plantas 
 Como já abordado anteriormente, não é difícil entender por que a produção de 
ERO nas plantas em resposta a estímulos constitui um mecanismo eficiente para 
regular as várias rotas metabólicas.  
 Os estudos das respostas na geração de ERO exercidas nas plantas pela ação 
das SH não são muito abundantes, porém, as preocupações pela relação SH-ERO se 
iniciaram há algumas décadas. As SH isoladas de solo em suas frações (ácidos 
húmicos, ácidos fúlvicos e frações solúveis em água) têm mostrado estimular a 
produção in vitro de ânions O2

. -. O estudo realizado utilizando o sistema 
xanthine/xanthine-oxidase, mostrou que o grau de geração de O2

. - depende do tipo de 
fração húmica. Os ácidos fúlvicos e a fração solúvel em água mostraram a menor 
efetividade para estimular a xantina/xantina-oxidase e com isto a geração de O2

. -, ao 
mesmo tempo, os ácidos húmicos exerceram o maior estímulo na produção de O2

. – 
(Vaughan e Ord, 1982). O fato das SH estimularem a produção de O2

. – através da 
regulação do sistema xantina/xantina-oxidase ganha importância, atendendo 
fundamentalmente ao papel chave que desempenha este sistema nos mecanismos de 
defesa contra estresse biótico (Berner e der Westhuizen 2010), assim como também 
diante estresses abióticos por metais pesados (Corpas et al., 2008). 
 A geração de ERO pela aplicação de ácidos húmicos foi também observada em 
plantas milho (Zea mays L). AH isolados de solo foram aplicados via radicular em 
plantas de milho submetidas a altas e baixas concentrações de N-NO3

-. Estes estudos 
mostraram mediante técnicas de fluorescência a presença de ERO nas raízes das 
plantas para as três condições de crescimento (baixo N-NO3

-, alto N-NO3
- e sem N-

NO3
-). Ao mesmo tempo, a geração de ERO pela aplicação de ácidos húmicos nestas 

plantas e diante estas condições não impediu o estímulo no crescimento das raízes 
laterais e o aumento da biomassa radicular, indicando que as ERO geradas pelos 
ácidos húmicos podem participar como intermediários nos processos de ação destas 
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SH nas plantas (Cordeiro et al., 2011). As implicações destes resultados levam a 
reconsiderar as vias de ações das SH nas plantas conhecidas até hoje. É conhecido que 
durante o crescimento do coleóptilo de plantas de milho (Zea mays L) são liberadas 
ERO nas paredes celulares, especificamente o OH- formado a partir do O2

. – na parede 
celular, podendo causar aumentos na extensibilidade da parede e substituir as auxinas 
na indução do crescimento (Schopfer et al., 2002).  
 Neste sentido, a ação das SH em plantas poderia passar por uma geração de 
ERO onde também seu controle no interior da célula envolve a regulação das TIPs, 
assim como também uma relação com o metabolismo do nitrogênio. A Figura 6 
mostra que especificamente para a isoforma OsTIP2;1, tanto em folhas como em 
raízes, a maiorconcentração de AH exerceu efeito repressor na expressão deste gene.  
 Embora não se tenham conhecimentos sobre o papel das SH na regulação das 
TIPs e as suas funções, sabe-se que estas isoformas TIP2;1 estão relacionadas ao 
transporte de N-NH4

+. Alguns estudos relatam que as AtTIP2;1, por exemplo, são 
induzidas em plantas em condições de longos períodos de deficiência de nitrogênio e 
curtos períodos de suplemento de N-NH4

+ (Lopez et al., 2003), assim como seu papel 
no transporte de amônio (Loque et al., 2005). Estes resultados de ação das SH na 
regulação das aquaporinas, especificamente as do tonoplasto, são de grande 
importância. Isto porque as aquaporinas desempenham varias funções de transporte de 
metabólitos em nível celular e são reguladas quando as plantas estão em condições de 
estresse abiótico como o hídrico e a salinidade (Guo-Wei et al., 2008).  

 

Figura 5. Comportamento da expressão gênica de genes OsTIP2.1 em folhas e raízes 
de plantas de arroz apôs oito horas da aplicação radicular de ácidos húmicos 
em condições de hidropônica (Berbara e Garcia, 2014). 

2.5 Relação das ERO com outras Rotas Metabólicas que respondem a SH 
 A geração de ERO nas plantas pela aplicação de SH impõe um entendimento 
dos conceitos mais atuais sobre seus mecanismos oxidativos. Dadas as evidências de 
que ocorre uma produção de ERO após aplicação radicular de SH, as funções destas 
nas respostas fisiológicas exercidas pelas SH nas plantas também devem ser 
explicadas.  
 Um dos modos de ação das SH nas plantas mais pesquisado em nível 
bioquímico é a sua ação semelhante às auxinas. Atualmente é reconhecido por um 
importante número de pesquisadores que fragmentos de SH podem entrar através do 
sistema radicular em plantas e exercer um efeito mimético às auxinas e serem 
reconhecidos pelo seu mesmo receptor hormonal nas células. Outros trabalhos relatam 
que nas SH existem fragmentos semelhantes estruturalmente às auxinas e que entram 
nas plantas exercendo também um efeito tipo auxina (Nardi et al., 2002). Em nível 
fisiológico e como resultado destes efeitos tipo auxina, o crescimento radicular e o 
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aumento na quantidade de raízes secundárias são os efeitos morfológicos mais visíveis 
das SH. Sendo assim, onde entrariam então as ERO nos mecanismos bioquímico-
fisiológicos que explicam os modos de ação das SH em plantas? 
 Apesar de se ter como elemento fundamental o papel das auxinas na regulação 
do crescimento e desenvolvimento radicular, também a regulação redox tem um papel 
importante. A formação e preservação dos meristemas apicais radiculares dependem 
da homeostase das ERO nos tecidos vegetais. A regulação redox pode controlar 
processos bioquímicos ao longo da raiz e inclusive, regular a atividade das auxinas no 
crescimento radicular (De Tullio et al., 2010). Estudos de transcriptoma em plantas de 
Arabidpsis mostraram que a sinalização e homeostase das auxinas são modificadas 
pelas ERO no aploplasto. As ERO no apoplasto podem regular os transcriptos de 
receptores auxínicos e repressores transcripsicionais auxina/ácido 3-indol acético 
(Aux/IAA) mediante mecanismos ainda desconhecidos (Blomster et al., 2011). 
 Outros efeitos bioquímicos que tem sido relatados pela ação das SH nas plantas 
estão relacionados com os estímulos em nível de membrana, vários trabalhos relatam 
estímulos na atividade das H+-ATPase (Canellas et al., 2010; Mora et al., 2010). No 
entanto, as ERO têm mostrado desempenhar funções como moléculas sinalizadoras, 
funcionando por meio de mecanismos que envolvem a hiperpolarização da membrana, 
ativação dos canais de Ca2+ e sinalização intracelular, resultando em aumentos do 
crescimento das raízes secundárias. É conhecido que os ânions O2

. – que se produzem 
no exterior das células pode ser transformado para H2O2 e radicais OH.-. O H2O2, por 
exemplo, é capaz de atravessar a membrana e se acumular intracelularmente. Mediante 
mecanismos que ainda se desconhece, o H2O2 poderia estimular os canais de Ca2+ intra 
ou extracelularmente, este estímulo na abertura dos canais de Ca2+ aumentaria o Ca2+ 

no citosol, conduzindo a estímulos das NADPH oxidase e indução de MPK3 
(Demidchik et al., 2009). Esse tipo de respostas é encontrado também em diferentes 
regiões da raiz. Na região de alongamento e na epiderme madura das raízes, elevadas 
concentrações de H2O2 no apoplasto e no citosol respetivamente, poderiam ativar os 
canais de Ca2+ mediante hiperpolarização da membrana (Demidchik et al., 2007) 
(Figure 6). 
 

 

Figura 6. Efeitos das ERO nos canais de Ca2+ da membrana plasmática na região de 
alongamento e epiderme madura em raízes de plantas de Arabidopsis. Tomado 
e modificado de (Demidchik et al., 2007). 

 
2.6 Outras Respostas Induzidas pelas SH no Metabolismo das Plantas 
 A maior vantagem que as SH apresentam nas suas ações em plantas, é a 
capacidade para exercer estímulos em várias rotas metabólicas. A fotossíntese é o 
processo metabólico fundamental de produção de O2 e matéria orgânica no planeta, 
pelo que, seria de grande importância os estudos da influência das SH na regulação da 
fotossíntese nas plantas. Para estudar os efeitos das SH na fotossíntese, três frações 
húmicas (ácidos húmicos, ácidos fúlvicos e huminas) foram isoladas a partir de 
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amostras de solos e testadas em plantas de Pachira macrocarpa. As três frações de SH 
estimularam a atividade das clorofilases (a) e (b). Os ácidos fúlvicos mostram uma 
ação mais estimuladora sob a atividade das clorofilases (a), enquanto que os AH 
estimulam mais as clorofilases (b) (Yang et al., 2004). A influência das SH sobre os 
processos fotossintéticos foi também mostrada na aplicação de ácidos húmicos em 
plantas de alface (Lactuca sativa L). AH isolados de solos de floresta, em 
concentrações de 100 e 1000 mg.L-1 foram aplicados via radicular em solução 
nutritiva e estimularam a atividade fotossintética, os conteúdos de clorofilas e a 
condutância das células do mesófilo (Haghighi et al., 2012). 
 Considerando este tipo de ação das SH na fotossíntese, os efeitos no 
metabolismo do carbono (C) devem ser esperados como consequência na alteração da 
atividade fotossintética e conteúdos de pigmentos. Quatro frações de AH isolados de 
solos mostraram estimular a atividade de enzimas relacionadas com o metabolismo do 
C em plantas de milho (Zea mays L.). As enzimas testadas pertencentes ao 
metabolismo da via glicolítica (Glicoquinase (GK), fosfoglicose isomerase (PGI), PPi-
dependentefosfofructoquinase (PFK), piruvatoquinase (PK) e do ciclo de Krebs 
(Citrato sintase (CS), malato desidrogenase (MDH), e isocitrate NADP+-isocitrato 
desidrogenase (NADP+-IDH), foram estimuladas pelas quatro frações húmicas (Nardi 
et al., 2007). Porém, as SH tem mostrado em alguns estudos, capacidade de modificar 
a atividade de enzimas do metabolismo do C e N dependendo da sua fonte de origem. 
Em estudos de avaliação da atividade de enzimas destes processos metabólicos em 
callus de Pinus nigra com AH isolados de solos de floresta e pasto, foi relatado que, 
para os AH de floresta, houve uma forte inibição da atividade de fosfoglicoisomerase 
(PGI), provocando inibição também da fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC), 
glutamato desidrogenase (GDH), malato desidrogenase (MDH) e glutamina sintetase 
(GS). No entanto, para os AH isolados de solos de pasto, houve um estimulo destas 
enzimas (Muscolo et al., 2007). 
 Por outro lado, qualquer ação no metabolismo primário das plantas pode ter 
repercussões no metabolismo secundário. O metabolismo primário fornece precursores 
e induz a atividade de enzimas do metabolismo secundário. A via metabólica de 
síntese de compostos fenilpropanoides constitui um dos enlaces mais especializados 
do funcionamento metabólicos em plantas. As enzimas Fenilalanina-Amonio-Liase 
(PAL) e a Tirosina-Amonio-Liase (TAL), duas enzimas que iniciam a biossíntese dos 
Fenilpropanoides, tomam como substratos à fenilalanina e a tirosina provenientes do 
metabolismo primário (Ferrer et al., 2008).  
 Os AH isolados de vermicomposto também tem mostrado exercer efeitos na 
via de síntese de Fenilpropanoides mediante a regulação das enzimas PAL/TAL. 
Concentrações de AH de 0,5; 1,0 e 2 mg (C).L-1 estimularam a expressão dos genes 
que codificam para a PAL e a atividade enzimática da PAL e TAL em plantas de 
milho. Após 48 horas de tratamento, os conteúdos de fenóis e flavonóides nas plantas 
aumentaram como consequência do estímulo exercido na rota metabólica (Schiavon et 
al., 2010). 
 
2.7 Estudo da Ação das SH por meio de Técnicas de Expressão Gênica 
 Pela diversidade de efeitos que as SH podem exercer nas plantas modificando 
seu funcionamento e adaptação, alguns trabalhos mostraram esta complexidade 
estudando-os mediante aplicação de técnicas de análises de expressão gênica em larga 
escala. As técnicas utilizadas no estudo de efeitos das SH em plantas até o presente 
tem sido cDNA-AFLP e Microarrays.  
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 Trevisan et al.(2011), aplicaram a técnica de cDNA-AFLP em plantas de 
Arabidopsis sob tratamentos com SH. Para estes estudos foi usada uma combinação de 
160 primers e foi detectado um total de 133 genes envolvidos nos efeitos exercidos 
pelas SH nas plantas. A técnica de cDNA-AFLP permitiu conhecer que do total do 
genes envolvidos na interação SH-plantas, um grande número está relacionado com 
processos metabólicos e de desenvolvimento, nos processos metabólicos do RNA ou 
de transcrição. Estes autores mostraram que como resultado da aplicação de SH nas 
plantas, do total de transcritos induzidos, 34 % pertence a processos metabólicos e 9 % 
a processos de estímulos a estresse. Os autores explicam que a técnica permitiu 
afirmar que as SH exercem seus efeitos nas plantas através de complexos mecanismos 
de ação que envolve em parte uma ação tipo auxínica, mas que também estão 
envolvidos outros mecanismos de sinalização independentes às auxinas (Figura 7A). 
 Os efeitos da aplicação de AH em plantas de Brassica napus, foram também 
estudados por técnicas de microarranjo. Alguns resultados quanto à função do grupo 
de genes diferencialmente expressos foram semelhantes aos relatados no trabalho com 
cDNA-AFLP (Trevisan et al., 2011). Os resultados neste trabalho relataram que quatro 
vias metabólicas fundamentais foram representadas por um baixo número de genes 
diferencialmente expressos, estes processos foram os de o metabolismo de ácidos 
graxos, fito-hormônios, senescência, desenvolvimento e transporte iónico. No entanto, 
outras vias metabólicas foram mais especificamente afetadas pela ação dos AH tanto 
em folhas quanto em raízes. Do total dos genes diferencialmente expressos, 10,6% 
pertence a processos gerais do metabolismo celular, 6,6% pertencem a processos do 
metabolismo do nitrogênio e enxofre, 6,1% ao metabolismo do carbono e a 
fotossíntese e 6,1% pertence à resposta a estresse (Jannin et al., 2012) (Figura 7B). 
 As técnicas de expressão em larga escala, são técnicas de elevadorendimentos e 
altamente precisas. Nos estudos relatados, foram usadas duas técnicas diferentes, SH 
de diferente procedência e plantas também diferentes. No entanto, em ambos os casos 
foram detectados que na aplicação de SH nas plantas não são exercidos efeitos 
somente pela via tradicional conhecida como tipo auxina, senão que também, existem 
outras vias independentes das auxinas que respondem à aplicação de SH. Genes 
envolvidos no funcionamento de outras vias de elevada importância nas plantas como 
a captação de nitrogênio e a fotossíntese são expressos pela aplicação de SH nas 
plantas. Assim, em ambas as técnicas foram encontradas que um número importante 
dos genes ou transcritos que respondem às SH estão relacionados com a resposta ao 
estresse. Estes resultados em conjunto, unificam e enlaçam os recentes relatos sobre a 
geração de ERO nas plantas quanto aplicados SH. 
  

 

Figura 7. Gráficos que representam a percentagem de genes expressos pela aplicação 
de AH em dois estudos diferentes. (A): estudos com Arabidopsis, tomado de 
Trevisan et al. (2011). (B): estudos com Brassica napus, tomado de Jannin et 
al.(2012). 
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2.8 Evidencias de Efeitos Protetores das SH nas Plantas em Condições de 
Estresse 

 A diversidade de efeitos exercidos pelas SH nas plantas parece indicar que dois 
eventos metabólicos conduzem seus modos de ação. A regulação na homeostase 
REDOX e sua relação com os processos de sinalização celular e controle hormonal, 
são os eventos mais visíveis quando se aplica SH nas plantas. No entanto, os 
mecanismos que explicam a relação entre as ERO e auxina na regulação antiestresse 
ainda não são bem compreendidos (Tognetti et al., 2012).  
 Neste sentido, compostos como o oxido nítrico (NO) tem mostrado ter um 
papel intermediário na ação das SH em plantas. Autores como Zandonadi et al. (2010), 
tem relatado que AH isolados de vermicomposto estimulam a biossíntese de NO em 
plantas de milho. Os autores mostraram que os AH estimularam a produção de NO nos 
sítios de emergência das raízes laterais. O estímulo na biossíntese de NO pelas SH 
pode indicar envolvimentos deste modo de ação na regulação homeostática em 
plantas. Isto porque, o NO possui propriedades antioxidantes, atuando como molécula 
sinalizadora na síntese de enzimas relacionadas a catalises das ERO. O NO tem 
mostrado ter um papel importante na resistência das plantas a estresse abiótico 
(Siddiqui et al., 2011).  
 O NO tem mostrado também ser um intermediário importante nas vias de ação 
de ácido abcísico (ABA) na regulação dos estômatos. Assim mesmo, duas frações de 
SH de diferentes massas moleculares tem também mostrado regular a abertura dos 
estômatos. Estas SH mostraram exercer efeitos na abertura dos estômatos em plantas 
de Pisum sativum L. mediados por uma ação tipo auxina e através de um estímulo da 
Fosfolipase A2 (Russell et al., 2006). 
 
2.9 Evidências de Efeitos Protetores Antiestresse das SH em Plantas 
 Vistos os efeitos das SH na regulação tanto do metabolismo primário quanto do 
secundário nas plantas, alguns trabalhos estudaram a possibilidade de mitigar efeitos 
de alguns estresses abióticos como o estresse salino, hídrico e por metais pesados.  
 Plantas de feijão (Phaseolus vulgaris L.) que se desenvolveram em solos 
salinizados artificialmente com várias fontes de sais, foram tratadas com doses de 0,05 
e 0,1 % w:w aplicados no solo. As altas doses de sais no solo sem aplicação de AH 
ocasionou a morte das plantas, no entanto, nessas condições, os autores mostraram que 
não houve morte das plantas quando aplicados os AH. A aplicação de AH melhorou as 
condições de crescimento e desenvolvimento das plantas, assim como a assimilação de 
nitrogênio e fósforo (Aydin et al., 2011). Aplicações foliares de SH em plantas de 
tomate (Lycopersicon esculentum L) foram também testadas em condições de 
salinidade natural em solos. As SH aplicadas via foliar em dois momentos fisiológicos 
diferentes (10 e 15 dias após transplante), melhoraram as condições e qualidades 
internas dos frutos, quando comparadas às plantas crescidas em solos salino e sem 
aplicação de SH. Os resultados mostraram condições de pH interna nos frutos, graus 
BRIX, ácido málico, vitamina C e sais solúveis totais superiores às plantas sem 
aplicação de SH (Pérez et al., 2011). 
 AH isolados de Vermicomposto de esterco bovino, foram aplicados via 
radicular a plantas arroz sometidas a estresse. Os resultados mostraram que nestas 
condições, os AH estimulavam a atividade enzimática das peroxidases (POX), 
diminuindo a quantidade de H2O2 nos tecidos foliares e radiculares. Estes trabalhos 
mostraram inibição da peroxidação de lipídeos que se produz pelo efeito do estresse 
quando nas plantas foram aplicados os AH, assim, foi observada uma preservação na 
permeabilidade da membrana (Garcia et al., 2012). Estes mesmos AH foram também 
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testados aplicando-os via foliar a plantas de arroz plantadas em solo em condições de 
seca. A aplicação foliar de ácidos aumentou a atividade das enzimas POX, o que 
promoveu a proteção nas plantas que desencadeou na manutenção do seu crescimento 
e desenvolvimento, mesmo em condições de seca (Hernandez et al., 2012). 
 
2.10 Relação Estrutura-Função na Interação das SH com elementos metálicos 
 Outra propriedade importante das SH e também relacionada às características 
estruturais é sua capacidade para interagir com íons metálicos. Esta capacidade 
influencia as características e qualidade dos solos, repercutindo de forma direta nas 
plantas. As SH podem estabelecer compostos complexos com íons metálicos, com 
diferentes estabilidades e características químicas. Este tipo de interações interfere nas 
propriedades do solo porque vários processos de disponibilidade e forma química dos 
elementos metálicos estão dominados pelas SH, assim, processos importantes para o 
desenvolvimento das plantas como precipitação-dissolução, troca iônica, mobilidade, 
transporte e acumulação, atividade química e bioquímica dos metais entre outros, são 
em grande parte determinados pelas SH (Senesi et al., 1986). 
 Uma característica estrutural importante das SH que lhes permite interagir com 
os íons metálicos é sua elevada quantidade de grupos funcionais oxigenados (CO2H, 
OH de fenóis, C=O) através dos quais as SH podem estabelecer ligações complexas 
mais estáveis que os presentes no solo e disponibilizar os elementos metálicos 
(Schnitzer, 1978). Vários estudos na literatura científica relatam a capacidade das 
diferentes frações húmicas para interagir com elementos metálicos. AH isolados de 
solos tem provado ter capacidade para formar compostos complexos com íons Al3+ 
(Gerke et al., 1994). Os FA também têm elevada capacidade para formar ligações com 
os elementos Cu2+ e Ca2+ (Iglesias et al., 2003). Alguns destes estudos têm conduzido 
a propor mecanismos para a interação das SH com os íons metálicos (Figure 8). 
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Figura 8.Mecanismos e compostos propostos para a interação de alguns grupos 
funcionais das SH com íons metálicos de Pb2+ e Cu2+. (A): tomado de Piccolo e 
Stevenson, (1982); (B): tomado de Schnitzer, (1978) e (C): tomado de 
Jerzykiewicz (2004). 
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 Os estudos da retenção entre as SH e os metais são também complexos e em 
ocasiões, aproximações têm de ser feitas. Em trabalhos realizados por Plaza et al. 
(2005), foram isolados os AH de dois tipos de solos diferentes para estudar o processo 
de formação de complexos utilizando o Cu2+. No estudo foi assumida uma relação 
estequiométrica entre o metal e o ligante de 1:1, onde cada metal se liga somente a um 
sítio de ligação e não incluindo nas análises, interações de outras naturezas.    
 Pela complexidade estrutural dos AH, em muitos dos estudos há dificuldade 
para modelar matematicamente os dados de retenção e ajustá-los a alguma isoterma 
conhecida.  No entanto, segundo Alvarez-Puebla et al. (2004), é possível fazer 
aproximações nos fenômenos de retenção que permitam modelar os processos de 
ligações químicas entre o metal e as SH, onde o cátion metálico se encontra como 
átomo central ou o aquocomplexo formando ligações de coordenação com oxigênios 
presentes na estrutura húmica  (Figura 9). 

 

Figura 9.Modelação do mecanismo de formação de complexo entre os AH e a espécie 
metálica. Verde: cátion metálico (Alvarez-Puebla et al., 2004). 

 

 Neste sentido, na maioria dos trabalhos onde se estuda a possibilidade de 
aplicar um modelo para explicar as interações entre metais e SH, houve necessidade de 
realizar aproximações. Em um estudo de formação de complexos entre Urânio e AH e 
AF, foi possível obter informações sobre as características da retenção quando se 
assume que as reações entre metal e SH acontecem sem uma estereoquímica definida. 
Isto reafirma que este tipo de interação acontece nas SH por meio de ligações de 
diferentes naturezas e com diferentes tipos de grupamentos funcionais (Lenhart et al., 
2000).  
 Os relatos na literatura sobre a interação SH-metal, indicam que o entorno 
químico influencia as características da retenção. Tem sido mostrado que nestas 
interações, três aspectos devem ser observados, (i) a elevada diversidade de sítios de 
ligação disponíveis nos materiais humificados, (ii) a variabilidade na estereoquímica 
das reações e (iii) a presença de interações de tipo eletrostáticas (Koopal et al., 2001). 
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3. CAPÍTULO I 

 
 

OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO QUÍMICO-
ESPECTROSCÓPICA DAS FRAÇÕES HÚMICAS OBTIDAS A 
PARTIR DE UM VERMICOMPOSTO DE ESTERCO BOVINO 
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3.1 RESUMO 

A caracterização das substâncias húmicas (SH) constitui um passo necessário para 
entender as diferentes funções e propriedades destes compostos. Estudos mais recentes 
confirmam que as SH apresentam uma conformação supramolecular com arranjos 
estruturais que dependem das características químicas de suas subunidades húmicas. 
Atualmente, os estudos sobre as SH e as suas funções requerem tanto de uma 
caracterização estrutural inicial quanto do uso destas técnicas para justificar seus 
efeitos. Por estes motivos, este capítulo teve como objetivo estudar as características 
estruturais de duas frações húmicas isoladas de vermicomposto de esterco bovino 
(VC) mediante aplicação de diferentes técnicas de elucidação estrutural (composição 
elementar, FTIR, CP MAS13C RMN, Py-CG/MS, MEV, EDX e APCI-MS). A partir 
do VC de esterco bovino, foram isoladas e purificadas duas frações humificadas, uma 
é provenienteda fração solúvel, constituída pelos ácidos húmicos (AH), e a fração 
residual do processo de extração das SH ao VC: (RH). Embora a conhecida 
complexidade dos materiais humificados para ser elucidados estruturalmente, neste 
capítulo foi possível realizar uma caracterização suficientemente exaustiva, mediante 
técnicas químico-físicas, espectroscópicas e espectrométricas que forneceram 
informações sobre a composição elementar, grupamentos funcionais, tipo de estrutura 
de acordo à configuração do carbono, tipo de fragmento mediante duas técnicas 
diferentes e a sua morfologia, o que permitiu obter ainformaçãoquímica-estrutural 
suficiente para justificar as propriedades e funções futuramente estudadas. Ambas as 
frações AH e RH apresentaram uma distribuição estrutural semelhante às relatadas na 
literatura. Quando comparadas as duas frações, AH mostrou maior caráter aromático, 
justificado por baixos valoresdas relações H/C e E4/E6, bandas no espectro IV entre 
1500 cm-1 e 1650 cm-1 e uma aromaticidade de a 28% com picos entre 90-142 ppmno 
espectro 13C RMN, pertencentes a CAr-H,R e CAr-O. A Py-CG/MS também mostrou 
maiores conteúdos em AH de substâncias com características aromáticas (ligninas) do 
que em RH. A fração RH mostrou características estruturais mais alifáticas e 
oxigenadas. Isto foi justificado por uma maior relação O/C em RH, bandas intensas 
entre 1100 cm-1 e 1259 cm-1 (ésteres e C-O) e uma alifaticidade igual a 89% com picos 
entre 0-46 ppm (CAlq-H,R), 50-91 ppm (CAlq-O) e 156-186 ppm (CCOO-H,R). A Py-CG/MS 
mostrou maior quantidade de hidrocarboneto, álcoois e ésteres de ácidos graxos em 
RH do que em AH. A técnica APCI-MS foi eficiente para mostrar a distribuição na 
formação de íons positivos e negativos em RH. Tanto os íons negativos quanto os 
positivos apresentam na sua estrutura elevada quantidade de grupos ionizáveis 
etambém maior diversidade de íons negativos do que positivos. 
 
Palavras-chave: Susbtâncias húmicas. Espectroscopia. Grupos funcionais  
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3.2 ABSTRACT 

Characterization of humic substances (HS) is a mandatory step to understand different 
functions and properties of these compounds. According to the latest studies it has 
been confirmed that these materials have a supramolecular conformation with 
structural rearrangements that depend on their chemical subunits 
characteristics.Currently, studies on SH and its functions require an initial structural 
characterization. Thus this work aimed to study the structural characteristics of two 
humic fractions isolated from cattle manure vermicompost (VC) by different structural 
elucidation techniques (elemental composition, FTIR, 13C CP MAS RMN, Py-GC/MS, 
SEM, EDX and APCI-MS). From the manure VC were isolated and purified two 
humidified fractions, one corresponding to the soluble fraction, consisting of humic 
acids: AH, and the residual fraction of the isolation process of the AH from VC: RH. 
Although the known structural complexity of the humified materials an exhaustive 
characterization was possible with physical-chemical spectroscopic and spectrometric 
techniques, provided information on the elemental composition, functional groups, 
structure type according to the configuration of carbon fragment type using two 
different techniques and morphology, which allowed obtaining the structural basis 
capable to justify properties and functions. Both fractions AH and RH showed a 
distribution similar to the structure reported in the literature. When comparing 
fractions, AH showed higher aromatic character that HR, justified by a low H/C ratio 
and E4/E6, resolved bands between 1500 cm-1 and 1650 cm-1, an aromaticity equal to a 
28% with peaks between 90 -142 ppm belonging to CAr-H,R and CAr-O. The Py-CG/MS 
also showed higher contents of substances AH aromatic characteristics (lignin) than in 
RH. The RH fraction showed structural features more aliphatic and oxygenated than 
AH. This was justified by a higher O/C ratio RH, intense band between 1100 cm-1 and 
1259 cm-1 (ester and C-O) and a aliphaticity equal to 89% with a peak between 0-46 
ppm (CAlq-H,R), 50-91 ppm (CAlq-O) and 156-186 ppm (CCOO-H,R). The Py-CG/MS 
showed higher amounts of hydrocarbons, alcohols and esters of fatty acids RH than 
AH. The APCI-MS technique was effective to show the distribution in the formation 
of positive and negative ions in RH. Both negative ions as positive ones present in its 
structure high amount of ionizable groups, it was also detected a greater diversity of 
negative ions than positive ones. 
 
Keywords: Humic Substances. Spectroscopy. Functional groups. 
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3.3 INTRODUÇÃO 

Para melhor entender as propriedade e funções das SH é importante conhecer as 
suas características estruturais. Segundo os estudos em “Humeomica”, introduzidos 
por Nebbioso e Piccolo (2011) e (2012), as SH apresentam uma organização estrutural 
supramolecular, distribuídos em estruturas hidrofóbicas de maior tamanho e outras 
hidrofílicas menores. As frações hidrofóbicas estão compostas fundamentalmente por 
frações húmicas de cadeias alifáticas lineares e anéis aromáticos condensados, 
enquanto as frações hidrofílicas estão compostas por frações húmicas mais irregulares. 
Desta forma, é entendido que o arranjo estrutural supramolecular das SH é o resultado 
de uma associação não uniforme de moléculas húmicas heterogêneas, interagindo em 
função de seu tamanho, forma, afinidade química e hidrofobicidade. 

A diversidade e complexidade estrutural fazem com que na caraterização das 
SH sejam utilizadas as mais variadas técnicas de caracterização estrutural. De forma 
geral, as técnicas buscam tanto elucidar as estruturas húmicas como também justificar 
as diversas propriedades que elas apresentam. Dentre as técnicas mais utilizadas e só 
para citar algumas, se encontram as espectrofotométricas (UV-vis e Fluorescência), as 
espectroscópicas (FTIR, RMN13C e 1H), as espectrométricas (espectrometria de 
massas), as cromatográficas (HPSEC-cromatografia de exclusão por tamanho de alta 
resolução) e as microscópicas (MEV), assim comoas diferentes combinações destas. 

Na interpretação estrutural das SH, as técnicas são utilizadas de forma 
simultânea. Combinando técnicas de FTIR e 13C RMN, foi possível monitorar a 
persistência de componentes estruturais da matéria orgânica humificada nos solos 
(Ferrari et al., 2011; Pérez et al., 2008). Uma combinação de técnicas de composição 
elementar, FTIR, 13C RMN e Py-GC/MS foram usadas para estudar a influencia da 
temperatura na estrutura de SH aquáticas (Lu et al., 2001). Também Nebbioso e 
Piccolo (2012) utilizaram a técnica de HPSEC para estudar a conformação estrutural e 
distribuição espacial do rearranjo supramolecular das SH. A evolução do estado de 
maturidade de compostos e VC têm sido também estudadas usando combinações de 
técnicas de 13C RMN e Py-GC/MS (Balmori et al., 2013; Spaccini e Piccolo, 2007). 

No estudo da relação estrutura-função das SH se utilizam as técnicas de 
caracterização. A relação entre o crescimento radicular em plantas e a hidrofobicidade 
nas estruturas dos AH, foi caracterizada mediante CP MAS13RMN, 1H-RMN (2D 
DOSY) e HPSEC (Canellas et al., 2009). Utilizando DRIFT e CP MAS13RMN, foi 
relatado que as estruturas O-CH3, aromáticas, O-aromática e -COOH nos AH são 
positivamente correlacionada com a bioatividade (Aguiar et al., 2013). Por outro lado, 
em estudos de interações de materiais humificados com metais, Nebbioso e Piccolo, 
(2009) mostraram mediante CP MAS13RMN, 1H-RMN (2D DOSY) que os ácidos 
carboxílicos são os grupos funcionais mais envolvidos na interação entre AH e os 
cátions Al3+ e Ca2+. Jerzykiewicz (2004), mostrou mediante espectroscopia de 
ressonância paramagnética (EPR), que na interação entre AH e o íon Pb (II), são 
formados novos radicais livres orgânicos. Urdaneta et al. (2008), estudaram a 
interação entre VC e Pb, Ni, V e Cr utilizando energia dispersiva de raios X (EDX). 

Devido à importância da caracterização estrutural das SH, o presente capítulo 
tem como objetivo, caracterizar as frações húmicas isoladas do VC mediante 
diferentes técnicas químico-físicas que forneçam as informações suficientes para 
justificar as propriedades e funções futuramente estudadas em AH e RH. 
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3.4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.4.1 Origem do vermicompost de esterco bovino como material de partida 
As frações humificadas usadas no estudo foram obtidas a partir de 

vermicomposto de esterco bovino processado com minhocas vermelhas africanas 
(Eudrilus eugeneae spp.) em pilhas sobre solo durante três meses (90 dias). O esterco 
bovino usado como matéria prima foi proveniente das vacarias da Finca “El 
Guayaval”, localizado em San José de Las Lajas, Província de Mayabaque, Cuba, 
Latitude: 22°59'55.95"N e Longitude: 82°10'10.27"O. O processo de compostagem 
seguiu os procedimentos estabelecidos nos manuais técnicos de Reine, (1998). 

 
3.4.2 Obtenção dos AH A partir do VC de esterco bovino 

Os AH foram isolados e purificados a partir do VC segundo as recomendações 
da Sociedade Internacional de Sustâncias Húmicas (IHSS, 2010). Resumidamente, 
uma solução de NaOH (0,1 mol L-1) foi adicionada a uma massa de VC sob atmosfera 
de N2 (g) em uma relação 1:10 (m:v) durante 24 horas. A seguir a suspensão foi 
centrifugada a 10.000 rpm durante 30 minutos e o sobrenadante coletado e filtrado 
com papel de filtro. A este sobrenadante ajustou-se o pH até 1,5 mediante adição de 
HCl (6 mol L-1) para a precipitação dos AH. Após 10 horas, a fração de ácidos 
fúlvicos na fase liquida foi eliminada mediante procedimentos de centrifugação. Os 
AH precipitados foram novamente redissolvidos em NaOH (0,1 mol L-1) e 
precipitados com HCl (6 mol L-1). Esse processo foi repetido três vezes. Apôs re-
precipitação, os AH foram agitados por 24 horas em contato com uma solução de 
HCl:HF:H2O em proporção 1:1:98 (v/v) para aproximadamente 100 mL g (AH) para a 
remoção de elementos minerais. A suspensão foi novamente centrifugada para 
eliminação da solução ácida e os AH lavados com água destilada. Posteriormente os 
AH foram transferidos para uma membrana de diálises (14 kDa cut-off) e o processo 
realizado em água destilada até o teste negativo para íons Cl- usando AgNO3 (0,1 mol 
L-1). A seguir os AH são liofilizados e guardados em dessecador. 

 
3.4.3 Obtenção de RH a partir do VC de esterco bovino 

O sólido residual que ficou após a extração das SH do VC (item 3.2.2), foi 
lavado em meio ácido (HCl 0,1 mol.L-1) até pH próximo à neutralidade. A seguir, o 
sólido foi lavado abundantemente com (H2O)d para total eliminação dos íons Cl- até 
teste negativo com AgNO3 (0,1 mol L-1) das águas do lavado. As partículas menos 
densas (fração não humificada) foram eliminadas por centrifugação a 10.000 rpm e o 
sólido foi secado a 103 ºC (García, 2007). 

 
3.4.4 Caracterização químico-física e espectroscópica dos materiais humificados 
3.4.4.1 Composição elementar e espectroscopia UV-vis 

A composição elementar (C, H, N) foi determinada utilizando um aparelho 
LECO Trupec® CHN e o oxigênio foi determinado por diferença. Foi utilizada uma 
massa de 15 mg de cada material (AH, RH e VC) e as avaliações foram realizadas por 
triplicata. 
 A espectroscopia na região UV-vis foirealizada segundo a metodologia de 
Santos e Camargo (1999). Uma massa de 2 mg de AH foram dissolvidos em 10 mL de 
uma solução de NaHCO3 (0,05 molL-1) em um aparelho Raylight 2100 com medições 
automáticas dos valores de absorbâncias entre 220-680 nm. Foram medidas 
especificamente as absorbâncias nas regiões entre 465 nm e 665 nm para determinar a 
relação E465/E665 (E4/E6). 
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3.4.4.2 Caracterização mediante espectroscopia infravermelha com transformada 
de Fourier (FTIR) e ressonância magnética nuclear em estado sólido (CP 
MAS 13C- RMN) 
Os espectros FTIR foram obtidos na faixa de 4.000 -400 cm-1, a preparação da 

amostra foi mediante pastilhas de KBr (200 mg)/ AH (5 mg) (VERTEX 70 FTIR 
Series Spectrometer Bruker) 

A espectroscopia de polarização cruzada com rotação em torno do ângulo 
mágico CP MAS 13C- RMN foi realizada no aparelho Bruker AVANCE II RMN a 400 
MHz, equipado com probe de 4 mm Narrow MAS e operando em sequência de 
ressonância de 13C a 100.163 MHz.  Para a obtenção dos espectros, as amostras dos 
materiais humificados foram colocadas em um rotor (porta-amostra) de Dióxido de 
zircónio (ZrO2) com tampas de Kel-F sendo a frequência de giro de 8±1 kHz. Os 
espectros foram obtidos pela coleta de 2048 data points para igual número de scans a 
um tempo de adquisição de 34 ms e com recycle delay de 5 s.  O tempo de contato 
para a sequencia em rampa de 1H ramp foi de 2 ms.  A coleta e elaboração espectral 
foi realida utilizando o Software Bruker Topspin 2.1. Os decaimentos livres de 
indução (FID) foram transformados aplicando um zero filling igual a 4 k e 
posteriormente um ajuste por função exponencial (line broadening) de 70 Hz. A 
relação entre o índice de hidrofobicidade e índice de hidrofilicidade (HB/HI) foi 
calculado como segue: HB/HI= (0 ppm-46 ppm) + (110 ppm-156 ppm)/ (46 ppm-110 
ppm)+(156 ppm-186 ppm). 

 
3.4.4.3 Caracterização mediante Microscopia eletrônica de varredura (MEV) e 

difração de Raios X (EDX) 
A caracterização morfológica do VC e as frações AH e RH foi realizada 

mediante a obtenção das imagens microscópicas por scanning superficial. As amostras 
foram cobertas com uma fina camada de ouro, com tempo de deposição do ouro de 
120 segundos e cobertura de 5 nm de espessura. Posteriormente, foi analisado em 
microscópio eletrônico de varredura Carl Zeiss, modelo EVO MA10, em alto vácuo, 
utilizando voltagem de 10KV. 

A identificação dos elementos inorgânicos em ambas as frações foi realizada 
mediante análisenas regiões mais luminosa, e onde foram obtidos os difratogramas de 
energia dispersiva de raios X. Para RH foi utilizada uma escala máxima de 342 c.t.s e 
uma energia de 6,796 keV (1 c.t.s).  No HA a escala máxima utilizada foi de 304 c.t.s 
e uma energia de 6,830 keV (4 c.t.s). 

 
3.4.4.4 Caracterização mediante Pirólise off-line com hidróxido de 

tetrametilamônio (TMAH), Off line Py-TMAH-CG-MS 
 A pirólise das amostras de vermicomposto foi conduzida segundo protocolo de 
Spaccini e Piccolo, (2007) com algumas modificações. Amostras de materiais 
humificados (200 mg) foi colocada em um recipiente de quartzo e misturada com 1 
mL de uma solução de TMAH em 25% de metanol. A mistura foi seca em um 
dessecador com P2O5 durante 24 h aproximadamente. A amostra foi introduzida dentro 
do reator tubular Pyrex (50 cm x 3,5 cm) e aquecida a 400 ºC durante 30 minutos em 
um forno “Barnstead Thermolyne 21100 Furnace”. Os produtos liberados na 
termoquimiólise foram continuamente transferidos por um fluxo de gás hélio (10 mL 
min-1) para dois recipientes contendo cada um 50 mL de clorofórmio. Os 
recipientescom o clorofórmio estavam conectados em série e mantidos em banho de 
gelo. As soluções de clorofórmio foram combinadas e concentradas por 
rotoevaporação. O resíduo foi redissolvido com 1 mL de clorofórmio e transferido 
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para um frasco de vidro que foi estocado no freezer para posterior análise por CG-EM. 
Para todas as amostras de vermicompostos foram conduzidas três repetições. Para a 
análise quantitativa, foram construídas curvas de calibração externa, desenvolvendo a 
pirólise nas mesmas condições de uma mistura dos seguintes padrões: ácido cinâmico, 
ácido 16-hidroxi hexanodecanoico, ácido docosanoico e  β-sitosterol. 
 A cromatografia a gás acoplada à Espectrometria de Massas foi conduzida em 
um cromatógrafo a gás acoplado ao espectrômetro de massas Shimadzu GCMS-QP 
2010 plus equipado com uma coluna capilar RTX-5MS WCOT (Restek, 30 m x 0,25 
mm, espessura do filme de 0,25 µm) acoplada através de uma linha de transferência de 
calor (310 ºC) com o espectrômetro de massa quadrupolo. A separação cromatográfica 
foi feita com a seguinte programação de temperatura: 60 ºC (1 min isotérmico), 
elevando a 7 ºC/min até 100 ºC (10 min isotérmico) e logo a 4 ºC/min até 320 ºC. 
Hélio foi o gás carreador (1,90 mL. min-1), a temperatura do injetor foi de 250 ºC e o 
modo de injeção split foi de 10 mL. min-1. O espectro de massa foi obtido com modo 
de ionização de impacto de elétrons (70 eV) em uma faixa de m/z de 45-650 com um 
ciclo de tempo de 1 s. A identificação dos compostos baseou-se na comparação com 
espectros de massa registrados na livraria NIST08, espectros publicados e padrões 
empregados. 
 
3.4.5 Caracterização mediante espectrometria de massas APCI-MS de RH 
 A espectrometria de massa para foi realizada mediante a utilização da técnica 
APCI (Atmospheric Pressure Chemical Ionizations). Os tempos de experimentação 
foram de 0,187 minutos, sendo para os positivos de 0,1 minutos até 0,287 e para os 
negativos, de 0,146 até 0,333 minutos. Os espectros foram obtidos em uma faixa de 
1300 a.m.u até 100 a.m.u de relação massa/carga. A faixa de intensidade máxima 
selecionada foi de 0,0 c.p.s até 8,0 c.ps. Os espectros forma obtidos no equipamento 
(Finnigan TSQ-7000) com temperatura do capilar de 222 ºC. 
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.5.1 Composição elementar e relação E4/E6 (UV-vis) do VC, AH e RH 

 Os valores de cada elemento obtido nas frações se encontram na faixa dos 
apresentados como padrões pela IHSS (Tabela 2). As frações apresentaram valores 
H/C menores que o apresentado pelo VC de partida, indicando que durante o processo 
de vermicompostagem houve enriquecimento aromático das SH. A fração RH teve o 
maior valor H/C quando comparada com AH, possivelmente devido a um predomínio 
de estruturas não humificadas ou em um estágio inicial de humificação. Uma relação 
H/C, maior que 1 (um), indica um relativo baixo grau de condensação aromática e 
pouca substituição nos anéis aromáticos (Chai et al., 2007). Segundo Amir et al. 
(2010), no processo de compostagem, ocorre uma diminuição da relação H/C, o que 
indica um aumento na incorporação de estruturas aromáticas nas frações húmicas. 
Segundo o obtido nestas relações, a fração AH apresenta maior aromaticidade que RH. 
 A relação O/C das frações AH e RH permaneceu ligeiramente semelhante ao 
VC, embora, o ligeiro aumento encontrado em RH pode significar maior presença de 
estruturas alifáticas oxigenadas nesta fração quando comparado com o valor de AH. 
Autores como Chai et al. (2007) e Lu et al. (2000), relatam que um aumento desta 
relação indica presença de estruturas O-alquila na composição estrutural.  
 A relação C/N da fração RH foi maior quando comparada com o VC de 
partida. Segundo Chai et al. (2007) e Campitelli e Ceppi (2008), a relação C/N entre 
10-20 podem ser considerados como elevados e indica presença de fragmentos 
vegetais na estrutura do material.Tanto para o VC quanto para as frações húmicas, 
estes valores são semelhantes aos relatados na literatura (Campitelli e Ceppi, 2008). 
No entanto, a maior relação em RH pode também justificar a presença de estruturas 
pouco humificadas ou emfases iniciais do processo. 

A relação E4/E6 da fração AH (Tabela 2) apresentou um valor semelhante aos 
AH de compostos e vermicompostos obtidos na literatura. Romero et al. (2007) relatou 
valores de AH isolados de diferentes vermicompostos entre 4,7-5,1. Entretanto, Senesi 
et al. (2007) reportaram valores de 8,5 para AH de VC de esterco bovino, assim como 
Campitelli e Ceppi (2008), relataram que AH de VC apresentam valores entre 8,34-
8,77.  

 
Tabela 2. Composição elementar, relações atómicas e relação E4/E6 (UV-vis) do VC, 

AH e RH. 

 
Composição Elementar UV-vis 

C H N S O* 

H/C O/C C/N E4/E6  % m:m 
VC 48,3 6,1 2,8 3,8 38,2 1,51 0,59 20,1 --- 
AH 51,0 5,0 3,6 0,7 39,1 1,18 0,57 16,5 4.22 
RH 50,2 6,2 2,0 1,8 39,8 1,48  0,59 29,4 --- 

*Oxigênio: Obtido por diferença 
 
3.5.2 Caracterização mediante espectroscopia infravermelha com transformada 

de Fourier (FTIR) 
Os espectros FTIR do VC e as duas frações húmicas, mostram características 

semelhantes aos padrões relatados pela IHSS (Figura 10). Nos espectros se evidencia 
um predomínio de bandas centralizadas entre 3402,33-3429,33 cm-1 pertencentes a 
vibrações de estiramentos de O-H (carboxilas, álcoois, fenóis) e/ou N-H (amino, 
amida). As bandas entre 2920-2850 cm-1 foram assinaladas a vibrações de 
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estiramentos de grupos alifáticos C-H, assimétricos e simétricos (CH2 e CH3). As 
bandas presentes em 1721-1714 cm-1pertencem a vibrações de estiramentos de grupos 
C=O (carboxilas, carbonilas e cetonas). Houve também predomínio de bandas entre 
1649-1604 cm-1 que pertencem a vibrações de estiramentos C=C (aromáticos e 
olefínicos) e C=O (amidas I, cetonas e quinonas). Bandas entre 1512-1548 cm-1 

correspondem a estiramento C=C (aromático, estruturas lignínicas), deformações N-H 
e estiramento C-N (amidas II). O espetro mostrou bandas entre 1402-1460 cm-1 
pertencentes a estiramentos assimétricos CH2, estiramentos simétricos de COO- 
(carboxilatos), estiramentos C-O e deformação O-H (fenóis) e estiramentos C-H 
(CH3). As bandas presentes entre 1330-1384 cm-1 são assinaladas a deformações de 
ligações C-H de CH2 e CH3 e vibrações de estiramentos assimétricos de COO-. Bandas 
também presentes entre 2220-1259 cm-1 foram assinaladas a estiramentos C-O (ésteres 
arílicos e fenóis) e C=O (ésteres arílicos). Entre 1033-1099 cm-1, as bandas no 
espectro se correspondem com estiramentos C-O (carboidratos e polissacarídeos) 
(Shirshova et al., 2006; Muscolo et al., 2007; Droussi et al., 2009; Amir et al., 2010; Li 
et al., 2011; Russell et al., 2006). 

 

Figura 10. Espectros FTIR do VC e as frações húmicas isoladas. 
 

Algumas particularidades nas estruturas das frações húmicas podem ser 
detectadas nos espectros FTIR. No caso do AH, existiu presença da banda em 1714,66 
cm-1 melhor resolvida que nos espectros de VC e RH, isto pode ser indicativo de que 
os grupamentos carboxilas em AH podem estar menos envolvidos com os entornos 
químicos da supraestrutura húmica. As bandas em 1604,72 cm-1, e entorno a 1510,21 
cm-1, assinaladas a estiramentos C=C aromáticos e de esqueletos estruturais de lignina, 
mais resolvidas em AH, indicam maior caráter aromático desta fração quando 
comparada com RH e VC. Características como as encontradas neste trabalho, têm 
sido também relatadas na literatura. Mediante a técnica de FTIR foi detectada bandas 
em 1720 cm-1 pertencentes a vibrações C=O de –COOH, assim como bandas entorno 
de 1610 cm-1 correspondentes a vibrações C-O de COO- (Terkhi et al., 2008, Xiaoli et 
al., 2007). 
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3.5.3 Ressonância magnética nuclear do isótopo de carbono de massa treze com 
rotação no ângulo mágico e polarização cruzada (13C RMN CP/MAS) 
Os espectros correspondentes ao VC de partida e suas frações extraídas são 

mostradas na Figura 11. Estes espectros mostraram semelhanças na “assinatura” 
espectral aos obtidos na literatura por Nebbioso e Piccolo, (2011) para compostos, 
suas frações humificadas solúveis e AH isolados de solo. A distribuição relativa do 
carbono em cada região do espectro mostra um predomínio de estruturas CAlq-H,R, CAlq-

O,N e CAlq-O nos três materiais (Tabela 2). A respeito das duas frações isoladas de VC, a 
fração RH mostrou maior quantidade de estruturas com características alifáticas e 
alifáticas oxigenadas (CAlq-H,R e CAlq-O) quando comparada com a fração AH. Nesta 
última, as estruturas mais predominantes foram as de características aromáticas (CAr-

H,R e CAr-O) quando comparada com RH. Estas características estruturais mostram que 
AH apresenta um valor de aromaticidade superior ao apresentado por RH (28,7% e 
10,52%) respectivamente (Tabela 2). 

 

Figura 11. Espectros 13C-CP MASRMN dos materiais humificados VC, AH e RH.  
 Comparando as características espectrais das frações, a presença de uma maior 
alifaticidade em RH, confirma o observado nas avaliações de composição elementar, 
onde foi relatado um maior valor de H/C em RH do que em AH. Predomínio de 
estruturas alifáticas CAlq-H,R e CAlq-O em RH,também indica que esta fração pode estar 
composta por substâncias no estágio inicial de humificação. Este resultado pode ser 
confirmado através dos encontrados por Spaccini e Piccolo, (2007). Estes autores 
relatam que em um material compostado (composto) menos maduro, as estruturas 
mais dominantes são as de características alifáticas (CAlq-H,R e CAlq-O). 
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Tabela 3. Distribuição relativa (% da área total) das regiões de deslocamento químico 
(ppm) nos espectros 13C CP MAS RMN do VC, AH e RH. Assinalamento dos 
picos no espectro segundo o deslocamento químico (ppm) (Keeler et al., 2006). 

 Distribuição relativa (% da área total) do espectro 13C-CP/MAS MNR 
CAlq-H,R CAlq-O,N CAlq-O CAlq-di-O CAr-H,R CAr-O CCOO-H,R 

 0-46 46-59 59-91 91-110 110-142 142-156 156-186 
 ---------------------------------------------------%-------------------------------------------------- 

VC 28,57 12,24 28,57 8,16 8,16 3,06 8,16 
AH 22,44 16,33 11,22 9,18 21,42 7,14 8,16 
RH 33,68 11,57 26,31 7,36 8,42 2,10 8,42 

Assinalamento dos picos predominantes no espectro 13C-CP/MAS MNR 
AH RH 

Estruturas 
AH RH 

Estruturas 13C (ppm) 13C (ppm) 
 

CH3
*

R  
 

R
*

 

15,86 16,51  
20,91 20,12 R=arilo 

  

CH3 C R

O
*

 129,25 128,96 R=H 
142,82 141,09 R=arilo 
147,81 146,29 R=alquilo 

28,35 26,76 R=alquilo  

O
*

R

 

31,10 29,15 R=arilo 
   
  

R O CH3
*

   
57,68 57,17 R= alquilo, arilo  160,45 R=alquilo 

   168,46 169,20 R=Mn+ 
 

RO C R´

O

*
    

   
 168,46 170,56 R, R´=alquilo 

65,84 69,09 
O

HOH2C

HO
O

OH
O

*

*

*

*

*

 

178,14 179,44 R=Mn+, R´=arilo 

75,51 77,82 188,90 188,32 R=Mn+, R´= alquilo 
82,81 84,90  

R C R´

O

*
 

78,11 78,69 
72,25 70,03 

  175,32 176,05 Polipeptídios 

O
HOH2C

HO
O

OH
O

*  

191,50 191,72 R=H, R´=arilo 
104,47 101,08 196,63 196,41 R, R´=arilo 
107,00 105,05 203,92 204,43 R=H, R´=alquilo 

  209,20 210,79 R, R´=alquilo 

 AH RH 
Aromaticidade 28,57 10,52 
Alifaticidade 71,42 89,47 
HB/HI 1,14 0,82 

 
 A assinalação dos espectros 13C CP MASRMN de ambas as frações obtidas, 
RH e AH (Tabela 3), torna possível conhecer o tipo de estrutura que se corresponde 
com alguns dos picos presentes. A região compreendida entre 0-59 ppm, assinalada a 
CAlq-H,R e CAlq-O pertence a estruturas de tipo (CH2)n com grupos CH3 terminais que 
fazem parte de fragmentos de estruturas lipídicas provenientes de tecidos vegetais e 
poliésteres alifáticos. Grupamentos metoxilas ligados a anéis aromáticos pertencentes 
a unidades estruturais (Guaiacil e Siringila) de ligninas, poderiam ser os responsáveis 
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pelos picos presentes entorno de 57 ppm. As estruturas CAlq-O pertencem às cadeias de 
unidades monoméricas de oligo e polissacarídeos de tecidos vegetais. Nesta região, o 
pico por volta a 72 ppm pertence à superposição dos carbonos C2, C3 e C5 nas 
estruturas piranósicas de celulose e hemicelulose, enquanto que o sinal do carbono 
anomérico C1 aparece entorno de 105-107 ppm e o sinal dos carbonos C4 e C6 
aparecem entorno de 65-69 ppm e 82-84 ppm respetivamente. Os sinais entorno de 
172 ppm podem ser assinalados a grupos carboxilas. Estas assinalações descritas até 
aqui e as mostradas na Tabela 2 foram feitas segundo os descritos na literatura em 
Spaccini e Piccolo, (2007); Aguiar et al.(2013); Keeler et al.(2006). 
 
3.5.4 Caracterização molecular das frações AH e RH mediante off line Py-

TMAH-CG-MS 
 Os cromatogramas de íons totais (TIC -total ions chromatogram- siglas em 
inglês) para o VC e as frações AH e RH são apresentados na Figura 12. A 
fragmentação térmica do VC e das suas frações liberou uma elevada quantidade de 
moléculas nas formas químicas de éteres e ésteres metílicos pertencentes a substâncias 
naturais. As substâncias identificadas pela biblioteca NIST, quando o índice de 
similaridade foi superior a 60%, foram agrupadas de acordo a sua funcionalidade 
química, isto é, derivados de carboidratos, compostos nitrogenados, álcoois, 
hidrocarbonetos e terpenóides. 
 De maneira geral é possível observar que a maior quantidade de fragmentos 
identificados nos três materiais foi no VC. No cromatograma dos três materiais é 
possível observar o predomínio de substâncias com estrutura lignínicas e de ácidos 
graxos, sendo que, nos três TIC aparecem como o maior pico e consequentemente 
como substância mais abundante o identificado como 4-metoxi fenil prop-2-enóico 
(P18), o que pode ser o resultado da oxidação de componentes lignínicos provenientes 
de gramíneas (Balmori et al., 2013).  
 Baseados nas identificações feitas dos picos presentes nos TIC pelas bases de 
dados “bibliotecas” NIST e NIST08, foi possível encontrar as substâncias mais 
abundantes para cada um dos materiais. No caso dos carboidratos, tanto para o VC 
como para RH, o composto de maior abundância foi o identificado como: 2,5-dimetil-
4-metoxi-3(H)-furanona (m/z:142,TR:11.33min, abundância relativa (AR):19-21% 
respetivamente), no caso de AH o composto mais abundante foi o 2,6-dimetoxi-fenol 
(m/z:154,TR:19.30min, AR:20.90%). O composto nitrogenado tipo uracila foi mais 
abundante em AH (tempo de retenção (TR):21.16min, AR:17.71%), enquanto que, um 
composto nitrogenado com características aromáticas foi o identificado como mais 
abundante em VC e RH (TR:11.33min, AR:9-15% respetivamente). De características 
lignínicas, como dito anterioremente, a substância mais abundante nos três materiais 
foi o 4-metoxi fenil prop-2-enóico (m/z:161,TR:32.75min, AR:78-153%). No caso das 
moléculas de tipo FAME/ácidos graxos, a mais abundante nos três materiais foi o 
ácido hexadecanoico (palmítico) (m/z:74,TR:39.87min, AR:14-27%). Dentre os 
hidrocarbonetos, na fração AH o mais abundante foi um alcano C54 
(m/z:57,TR:69.61min, AR:5%), no VC e na fração RH o hidrocarboneto mais 
abundante foi um alcano C26 (m/z:57,TR:66.67min, AR:5-9%). Com características 
terpénicas, a substância mais abundante para a fração AH foi o 3,7-diona-8-ene-lanost 
(m/z:207,TR:69.99min, AR:7%), para a fração RH a mais abundante foi o 3-ol-18-ene-
olean (m/z:207,TR:66.57min, AR:8%), no VC o mais abundante foi o 
Tetrahidropiranil de Citronelol (m/z:85,TR:43.37min, AR:52%). 
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Figura 12. TIC do VC e das frações húmicas. Derivados de carboidratos ( ∇), 
compostos nitrogenados (o), derivados de ligninas, ésteres metílicos de ácidos 
graxos (FAME), álcoois graxos (FA), hidrocarbonetos (H), compostos 
terpênicos (Tp). 

 A quantidade total de cada grupo de substância nas frações RH e AH são 
apresentadas na Figura 13. A figura mostra quantidades semelhantes de compostos 
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provenientes de carboidratos e compostos nitrogenados em ambas as frações RH e 
AH. Na fração RH houve maior quantidade de substâncias de tipo FAME, 
Álcoois/Epoxy, Hidrocarbonetos e Terpenos que na fração AH. No entanto, na fração 
AH houve maior quantidade de substâncias lignínicas do que na fração RH. 
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Figura 13. Abundância relativa (%) de cada tipo de substâncias nas frações AH e RH, 
quantificada através da integração da área de cada sinal nos TIC. 

 Os resultados obtidos mediante esta técnica confirmam o encontrado na 
caracterização mediante 13C CPMAS RMN. O elevado conteúdo de substâncias com 
características lignínicas na fração AH pode confirmar o maior caráter aromático 
mostrado por esta fração em comparação com RH. Isto indica que a aromaticidade em 
AH pode provir da preservação de estruturas com estas características durante o 
processo de humificação do carbono na vermicompostagem. Além disso, o alto 
conteúdo de estruturas tipo lignina, justifica os sinais encontrados no espectro RMN 
em 57 ppm. 
 A alta presença de estruturas provenientes de carboidratos justifica os sinais 
encontrados nos espectros 13C RMN entre 101-105 pmm e entre 65-72 ppm, 
assinalados para carbonos que pertencem unidade de celulose e hemicelulose. Da 
mesma forma, o maior conteúdo de substâncias tipo FAMES e epóxidos, encontradas 
em RH, superiores a AH, justificaria o conteúdo de carbonos pertencentes a estas 
estruturas mediante 13C RMN, isto porque, nos espectros RMN foi obtido 15.11% de 
estruturas CAlq-O a mais do que em AH. A maior quantidade de estruturas alifáticas 
seria também justificada pelo fato de ter-se mostrado nos espectros RMN, um 11.24% 
de estruturas do carbono CAlq-H,R a mais em RH do que em AH. 
 De maneira geral, as técnicas empregadas aqui de elucidação estrutural, 
permitem a obtenção de informações detalhadas sobre as características estruturais das 
frações humificadas isoladas do VC (RH e AH). A composição elementar indicou 
através das relações atómicas H/C (em RH maior que em AH), um menor grau de 
aromaticidade em RH. Isto foi confirmado pela presença de bandas pertencentes a 
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vibrações C=C bem resolvidas nos espectros FTIR entre 1500 cm-1 e 1650 cm-1, uma 
baixa relação E4/E6 em AH e a maior aromaticidade em AH observada através dos 
sinais intensos na região de CAr-H,R e CAr-O (110-156ppm). Da mesma forma, a elevada 
relação O/C encontrada tanto em RH como em AH, que indicou uma importante 
presença de estruturas O-alquil, foi confirmada nos espectros FTIR pelas bandas 
intensas entre 1000 cm-1 e 2200 cm-1 e pelos sinais CAlq-O e Cdi-Alq-O. 
 Tem sido relatada recentemente na literatura mediante Py-CG/MS, a obtenção 
deste tipo de distribuição molecular em materiais humificados, especificamente em 
diferentes tipos de VC. Autores como Balmori et al. (2013), aplicando esta técnica de 
fragmentação, relataram resultados semelhanças com os obtidos neste trabalho 
enquanto a presença de moléculas e predomínio de fragmentos lignínicos (P18). 
Outros autores encontraram uma distribuição molecular e origem dos compostos 
aromáticos, semelhante à obtida neste trabalho, estudando frações húmicas isoladas de 
materiais de aterros em decomposição. Os autores obtiveram uma abundante presença 
de compostos provenientes de ligninas e moléculas aromáticas oxigenadas como 
produto da oxidação lignínica, dando origem a substâncias húmicas que aumentam seu 
grau de aromaticidade com o tempo de maturação do material de origem (Xiaoli et al., 
2008). Também mediante Py-CG/MS, Lu et al. (2000), encontram que os conteúdos de 
substâncias lignínicas e carboidratos, apresentam uma dependência com o grau de 
humificação do material, onde, substâncias húmicas isoladas de turfa são menos 
humificadas e mais alifáticas quando comparadas às isoladas do solo.  

3.5.6 Caracterização mediante Microscopia eletrônica de varredura (MEV) e 
espectroscopia por difração de Raios X com energia dispersiva (EDX) 
qualitativa 
As análises correspondentes à morfologia dos materiais humificados, VC e as 

frações isoladas RH e AH são apresentadas na Figura 14. A microscopia MEV 
mostrou uma morfologia da fração AH de aglomerados estruturais em forma laminada 
(AH10). Observar-se uma superfície compactada que termina em formas irregulares 
alongadas formando estruturas terminais mais afinadas e superfícies expandidas com 
pequenas proeminências onde pode se observar alguns eventos de colapso estrutural 
(AH2). As micrografias mostradas por Senesi et al. (1996) mostraram este tipo de 
morfologia em AH isolados de turfa e Li et al. (2011) também encontraram estes 
padrões morfológicos em AH isolados de VC.  

As micrografias MEV da fração RH apresentaram uma morfologia superficial 
onde predomina uma aglomeração rugosa de partículas de tamanho igual ou menor a 2 
µm. É possível descrever uma superfície compactada para esta fração, mas, existe um 
predomínio de uma morfologia superficial com elevada irregularidade. Segundo as 
informações visuais nas imagens a 10 µm e a 2 µm, a fração RH parece se organizar 
mediante agrupamentos de partículas pequenas até formar partículas ou agregados de 
maior tamanho.  

Fazendo uma relação entre as características estruturais espectroscópicas das 
frações RH e AH com a morfologia visualizada na microscopia MEV, esta aparente 
baixa compactação da superfície de RH pode ser o resultado do seu relativamente 
baixo caráter aromático já explicado e registrado anteriormente mediante as análises 
espectroscópicas. Contrariamente, é possível explicar que esta superfície mais 
compacta em AH quando comparada com RH, pode ser o resultado do elevado caráter 
aromático nesta fração. 

 



 

Figura 14. Micrografias obtidas 
(MEV) do VC de partida e 
mostradas as micrografias obtidas a 10 µm e magnificação de 400 KX (VC10, 
AH10 e RH10) e as obtidas a 2 µm e magnificação de 2.00 KX (VC2, 
RH2). 

A Figura 15
obtidos mediante microscopia eletrônica com detecção de energia dispersiva de raios 
X (EDX). Da análise dos dois espectros, é possível observar que a exceção do K
Ca2+, os elementos restantes 
P e S). Foi comum também em ambos os espectros, a elevada intensidade dos sinais 
identificados como oxigênio e carbono.

Em ambas as frações, estão presentes compostos inorg
carbonatos (COx

2-), 
por exemplo, elementos minerais como o Fe presentes em ambas as amostras, que 
podem provir das características do solo onde foi feito o VC, de tipo 
Rojo”-segundo a classificação cubana do solo (Cárdenas et al.
2012), assim como também os níveis  de Si, com maiores conteúdos em RH que em 
AH, confirmado pela elevada intensidade da banda em entre 1000 cm
espetro FTIR de RH.

 Este tipo de análise (EDX), feito em outros 
semelhantes aos mostrados para as frações RH e AH. Autores como Baldotto et al. 
(2007), relataram em 
Fe, Al, Si e S, também encontrados nas frações estudadas nesta tese. Rupiasih e 
Vidyasagar (2009), aplicando análise EDS em 
origens, mostraram presença dos elementos Ca, K, Mg, Al, S e P. Em estudos 
realizados com AH
também mostrado presença dos elementos Ca, K, S, P e Si (Hladký et al.

 

Micrografias obtidas por meio de microscopia eletrônica de varredura 
(MEV) do VC de partida e das frações humificadas isoladas (AH e RH). São 
mostradas as micrografias obtidas a 10 µm e magnificação de 400 KX (VC10, 
AH10 e RH10) e as obtidas a 2 µm e magnificação de 2.00 KX (VC2, 

15 mostra os espectros para a identificação dos elementos minerais 
obtidos mediante microscopia eletrônica com detecção de energia dispersiva de raios 
X (EDX). Da análise dos dois espectros, é possível observar que a exceção do K

elementos restantes estiveram presentes em ambas as frações (Fe, Mg, Al, Si, 
P e S). Foi comum também em ambos os espectros, a elevada intensidade dos sinais 
identificados como oxigênio e carbono. 

Em ambas as frações, estão presentes compostos inorg
, silicatos (SiOx

2-), fosfatos (POx
3-) e silicatos (

por exemplo, elementos minerais como o Fe presentes em ambas as amostras, que 
podem provir das características do solo onde foi feito o VC, de tipo 

segundo a classificação cubana do solo (Cárdenas et al.
2012), assim como também os níveis  de Si, com maiores conteúdos em RH que em 
AH, confirmado pela elevada intensidade da banda em entre 1000 cm
espetro FTIR de RH. 

Este tipo de análise (EDX), feito em outros AH, tem encontrado resultados 
semelhantes aos mostrados para as frações RH e AH. Autores como Baldotto et al. 
(2007), relataram em AH isolados de adubos orgânicos, presença dos elementos C, 
Fe, Al, Si e S, também encontrados nas frações estudadas nesta tese. Rupiasih e 
Vidyasagar (2009), aplicando análise EDS em AH isolados de VC de diferentes 
origens, mostraram presença dos elementos Ca, K, Mg, Al, S e P. Em estudos 

AH isolados de diferentes fontes (solos e materiais humificados), foi 
também mostrado presença dos elementos Ca, K, S, P e Si (Hladký et al.
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mostradas as micrografias obtidas a 10 µm e magnificação de 400 KX (VC10, 
AH10 e RH10) e as obtidas a 2 µm e magnificação de 2.00 KX (VC2, AH2 e 

mostra os espectros para a identificação dos elementos minerais 
obtidos mediante microscopia eletrônica com detecção de energia dispersiva de raios 
X (EDX). Da análise dos dois espectros, é possível observar que a exceção do K+ e 

estiveram presentes em ambas as frações (Fe, Mg, Al, Si, 
P e S). Foi comum também em ambos os espectros, a elevada intensidade dos sinais 

Em ambas as frações, estão presentes compostos inorgânicos de tipo 
silicatos (SOx

4-). Observa-se, 
por exemplo, elementos minerais como o Fe presentes em ambas as amostras, que 
podem provir das características do solo onde foi feito o VC, de tipo “Ferralítico 

segundo a classificação cubana do solo (Cárdenas et al., 1978; Pérez et al., 
2012), assim como também os níveis  de Si, com maiores conteúdos em RH que em 
AH, confirmado pela elevada intensidade da banda em entre 1000 cm-1 e 1200 cm-1 no 

, tem encontrado resultados 
semelhantes aos mostrados para as frações RH e AH. Autores como Baldotto et al. 

isolados de adubos orgânicos, presença dos elementos C, O, 
Fe, Al, Si e S, também encontrados nas frações estudadas nesta tese. Rupiasih e 

isolados de VC de diferentes 
origens, mostraram presença dos elementos Ca, K, Mg, Al, S e P. Em estudos 

ados de diferentes fontes (solos e materiais humificados), foi 
também mostrado presença dos elementos Ca, K, S, P e Si (Hladký et al., 2013). 
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Figura 15. Espectros EDX qualitativo (energia dispersiva de raios X) obtidos a partir 
dos materiais RH e AH.  

3.5.7 Espectrometria de massa mediante ionização química a pressão 
atmosférica (APCI-atmospheric pressure chemical ionisation mass 
spectrometry), aplicado à fração RH 
Os espectros APCI-MS da fração RH em modo de íons positivos e negativos 

são mostrados na Figura 16. A análise da intensidade dos sinais em ambos os 
espectros mostra uma maior intensidade nos fragmentos positivos (m/z: 281.0, 
I=7.5x105) dos picos mais abundantes do que os fragmentos negativos também mais 
abundantes (m/z: 223.0, I=6.0x104). Isto pode estar influenciado pelo pH neutro 
ajustado para esta fração no processo de purificação. No entanto, o espectro em modo 
negativo mostrou uma abundância maior de sinais de fragmentos negativos quando 
comparado à abundância nos fragmentos positivos. 

Tanto nos espectros em modo positivo como em modo negativo, foram 
identificados mediante as bases de dados disponíveis, aqueles fragmentos de maior 
abundância. No modo positivo foram identificados: Ipriflavona, F.G: C18H16O3 
(Mw=280), m/z=281 [M+H]+; Asarinina, F.G: C20H18O6 (Mw=354), m/z=355 [M+H]+; 
2´, 3´-di-deoxiadenosina, F.G: C10H13N5O2 (Mw=235), m/z=236 [M+H]+. No modo 
negativo foram identificados: 2-hidroxi-9,10-antracenediona, F.G: C14H12O4 

(Mw=224), m/z=223 [M-H]- ; 2´, 6-di-hidroxiflavonona, F.G: C15H12O4 (Mw=256), 
m/z=255 [M-H]-; ácido risínico, F.G: C7H6N2O2 (Mw=150), m/z=149 [M-H]-. 
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Figura 16. Espectro de espectrometria de massa mediante ionização química a pressão 
atmosférica (APCI-MS) da fração RH. Separação de íons, +Q1: íons positivos 
e –Q1: íons negativos. 

 Nas Figuras 17 e 18 são mostrados alguns dos fragmentos e seus precursores 
mais abundantes na fração RH identificados mediante APCI-MS. Tanto nos 
fragmentos positivos quanto nos negativos é possível observar um predomínio do 
caráter aromático, assim como de fragmentos nitrogenados. Ambas as características 
foram também encontradas nos fragmentos mais abundantes mediante a técnica Py-
GC/MS. 

Embora exista a possibilidade de que estes fragmentos sejam formados a partir 
de rearranjos estruturais ocasionados pela aplicação da própria técnica, a origem 
vegetal de algumas destas substâncias pode ser identificada. Dentre os fragmentos 
positivos, o composto Asarinina, por exemplo, pertence a uma família de compostos 
vegetais conhecidos como lignanos, originados pela síntese de metabolitos secundários 
nas plantas (Li et al., 2005).  O composto 2´,3´-dideoxiadenosina também de origem 
vegetal, constitui um nucleossídeo derivado da adenosina, a enzima adenosina 
deaminase catalisa a formação de deoxiadenosina (Petolino et al., 2000) (Figuras 17). 
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Figura 17. Mecanismos propostos para a fragmentação dos íons positivos 
identificados no espectro APCI-MS em modo positivo. 

Dentre os fragmentos negativos, o composto 2-hidroxi-9,10-antracenodiona 
parece ser um derivado da 9,10-antracenodiona também de origem vegetal, 
pertencente à família das antraquinonas; alguns estudos relatam a presença deste 
composto em frações isoladas e caracterizadas de plantas de Aloe vera (Ramos, 2013). 
A substância 2´, 6-di-hidroxiflavona, constitui também um derivado da família de 
compostos conhecidos como flavonas; são substâncias amplamente distribuídas entre 
as plantas superiores e um produto das rotas de produção de metabólitos secundários 
com conhecida função antioxidante (Agati et al., 2012) (Figura 18). 
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Figura 18. Mecanismos propostos para a fragmentação dos íons negativos 
identificados no espectro APCI-MS em modo negativo. 

 A aplicação da técnica de APCI em modo de ionização positivo e negativo 
permitiu conhecer substâncias abundantes em RH com elevada presença de 
grupamentos funcionais oxigenados e nitrogenados, na sua maioria, associados a 
estruturas aromáticas. A maior massa molar detectada nos fragmentos +Q foi de 
1260,5 Da, enquanto que nos fragmentos –Q foi de 1293,2 Da.  
 Embora não sejam muito abundantes os trabalhos de caracterização de 
substâncias húmicas aplicando a técnica APCI, alguns trabalhos têm sido 
desenvolvidos para estudar a sua distribuição molecular. Piccolo et al. (2010), 
utilizaram as técnicas de fragmentação APCI e ESI para estudar a massa molar de AH 
isolados de solo, os autores relataram que mediante APCI é possível obter uma 
fragmentação que produz substâncias com massa molecular maior às obtidas por ESI, 
confirmando um dos objetivos do uso desta técnica para esta fração no nosso trabalho. 
No entanto, em estudos onde foram utilizadas estas técnicas em AH e fúlvicos isolados 
de lagos, foi demonstrado que a técnica de APCI reduz a relação m/z em até 5 vezes 
quando comparada à obtida por ESI e nesta última, existe formação de íons 
moleculares multicarregados (Pfeifer et al., 2001). 
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3.6 CONCLUSÕES 

A partir do VC de esterco bovino, foram isoladas e purificadas duas frações 
humificadas, uma correspondente à fração solúvel, constituída pelos AH: AH, e a 
fração residual do processo de isolamento de AH ao VC: RH. 

Ambas as frações AH e RH apresentaram uma distribuição estrutural 
semelhante às relatadas na literatura. Quando comparadas as frações, AH mostrou 
maior caráter aromático que RH, justificado por uma baixa relação H/C e E4/E6, 
bandas resolvidas entre 1500 cm-1 e 1650 cm-1, uma aromaticidade igual a 28% com 
picos entre 90-142 ppm pertencentes a CAr-H,ReCAr-O. A Py-CG/MS também mostrou 
maiores conteúdos em AH de substâncias com características aromáticas (ligninas) do 
que em RH. 

A fração RH mostrou características estruturais mais alifáticas e oxigenadas do 
que AH. Isto foi justificado por uma maior relação O/C em RH, bandas intensas entre 
1100 cm-1 e 1259 cm-1 (ésteres e C-O) e uma alifaticidade igual a 89% com picos entre 
0-46 ppm (CAlq-H,R), 50-91 ppm (CAlq-O) e 156-186 ppm (CCOO-H,R). A Py-CG/MS 
mostrou maior quantidade de hidrocarboneto, álcoois e ésteres de ácidos graxos em 
RH que em AH. 

A técnica APCI-MS foi eficiente para mostrar a distribuição na formação de 
íons positivos e negativos em RH. Tanto os íons negativos quanto os positivos 
apresentam na sua estrutura elevada quantidade de grupos ionizáveis. Foi também 
detectado maior diversidade de íons negativos do que positivos. 
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4. CAPÍTULO II 
 
 

RETENÇÃO DE METAIS PESADOS (Pb2 E Ni2+) EM SISTEMAS 
MONO-ELEMENTARES E BI-ELEMENTARES DO SÓLIDO 

RESIDUAL HUMIFICADO DO VERMICOMPOSTO  
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4.1 RESUMO 

Este capítulo teve como objetivo estudar a capacidade para reter cátions dos metais 
pesados (MP) Ni2+ e Pb2+ do material residual que fica depois de isoladas as SH de um 
vermicomposto (VC) e sua efetividade em águas residuais industriais. Foram 
estudados os parâmetros massa de RH, pH da solução e tempo de contato (cinética de 
retenção), assim como a adsorção mediante tratamentos dos dados segundo as 
equações de Langmuir e Freundlich. Foi testada a efetividade de RH mediante 
experimentos de retenção com águas residuais industriais coletadas no sistema de 
tratamento de residuais de uma usina de cerâmica branca. A caracterização 
espectroscópica mostrou em RH grupos funcionais ionizáveis (-OH, -NH, -COO-, -
CO) e tipos de carbonos pertencentes a estruturas oxigenadas (O-alquil-C, di-O-
Alquil-C, O-Aro, -COOH, -C=O). RH mostrou que com uma massa de 5 g, um pH 7 e 
um tempo de agitação de 150 minutos se propiciam os maiores valores de retenção. O 
estudo cinético mostrou um comportamento padrão de pseudo 2da ordem da retenção e 
a adsorção foi descrita melhor quando os dados foram tratados mediante a isoterma de 
Freundlich. A Qmáxpara Ni2+ e Pb2+ foi de 34,1 mg.g-1 (RH) e 151,1 mg.g-1 (RH) 
respectivamente, o ∆G da retenção teve valores de -33,56 KJ.mol-1 e -28,57 KJ.mol-1, 
mostrando a espontaneidade da adsorção dos MP em RH. A microscopia MEV 
permitiu visualizar e comprovar a retenção dos MP na superfície de RH, assim como 
os espectros de RH com os metais retidos indicaram participação de grupos 
oxigenados na interação com os metais. Os testes feitos com as águas residuais 
industriais mostraram que com uma massa de RH de 20 g para 1 L de água residual, a 
retenção de Ni2+ e Pb2+ em RH foi de um 98 e 96% respectivamente. RH pode 
constituir um agromaterial eficiente na produção de um dispositivo para a remoção 
ecológica de metais pesados em águas residuais. 
 
Palavras-chave: Metais pesados. Retenção. Isotermas de adsorção. 
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4.2 ABSTRACT 

This chapter aimed to discuss the ability to retain cations of heavy metals (HM) Ni2+ 
and Pb2+ from residual material which is isolated after the HS of a vermicompost (VC) 
and its effectiveness in industrial wastewater. Parameters like RH mass, solution pH 
and contact time (retention kinetics) as well as by the adsorption treatments data 
according to the Langmuir and Freundlich, were studied. We tested the effectiveness 
of RH through retention experiments with industrial wastewater collected in the 
wastewater treatment system of a plant white ceramic plant. The spectroscopic 
characterization showed ionizable RH functional groups (-OH, -NH, -COO, -CO) and 
carbon types of structures belonging to oxygen (C-O-alkyl, di-alkyl-O-C, O-Aromatic, 
-COOH, -C=O). RH showed that with a mass of 5 g, pH 7, stirring time of 150 
minutes provided the highest retention values. The kinetic study showed the behavior 
of pseudo 2nd order of retention and adsorption was best described when the data were 
treated by the Freundlich isotherm. The Qmax for Ni2+, and Pb2+ was 34,1 mg g-1 (RH) 
and 151,1 mg g-1 (RH), respectively, the retention ∆G had values of -33,56 kJ.mol-1 
and -28,57 kJ.mol- 1, showing the spontaneity of the adsorption of HM in RH. SEM 
microscopy allowed visualization and proved that the retention of HM on the surface 
of RH, as well as the spectra of RH with metals retained indicated participation of 
oxygenated groups in the interaction with metals. Tests were done with industrial 
wastewater showed a mass of 20 g RH for 1 L of residual water retention Ni2+, and 
Pb2+ RH was a 98 and 96% respectively. RH may be a agromaterial efficient in 
producing a device for ecological disposal of heavy metals in the waste water. 
 
Keywords: Heavy metals. Retention. Adsorption isotherms. 
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4.3 INTRODUÇÃO 

A contaminação por metais pesados (MP) é dos principais problemas que 
afetam o meio ambiente. O agravamento da situação devido ao crescimento industrial 
compromete a saúde do planeta e dos que nela habitam. De forma geral, a quantidade 
e forma química dos MP no ambiente são determinadas hoje pela ação antropogênica 
(www.worstpolluted.org). Uma tecnologia ecológica para eliminar a deposição dos 
MP no ambiente é a sua retenção na saída dos efluentes industriais. 

Os produtos residuais provenientes da agricultura constituem uma alternativa 
que vem sendo utilizada a partir das tecnologias sustentáveis aplicadas aos processos 
agrícolas. A serragem, por exemplo, tem sido estudada como um material com 
capacidade para a retenção de cátions Cu2+ em soluções aquosas (Larous et al., 2005). 
Restos de casca de manga tem sido também um material usado para reter cátions de 
Cd2+ e Pb2+ em solução aquosa, acontecendo a retenção através dos grupos carboxilas 
e hidroxilas (Iqbal et al., 2009). Também, madeira obtida a partir de Carica papaya, 
removeu cátions de Cd2+,Cu2+ e Zn2+ com uma eficiência entre o 66% e o 97% (Saeed 
et al., 2005). 

Na busca de materiais eficientes para reter metais pesados, os materiais que 
provem de processos de humificação (compostos e vermicompostos) são atualmente 
muito utilizados. Os AH tem sido utilizados para potencializar a capacidade de reter 
Pb (II) e Cu (II) em zeolitas (Wang et al., 2008). As substâncias húmicas (SH) têm 
sido estudadas com fins da modelagem da retenção de Arsênico no solo (Gustafsson, 
2006). O vermicomposto resultou um material eficiente para a remoção de Cd de 
biocombustíveis baseados em álcool, alcançando níveis de recuperação de 94-100% 
(Bianchin et al., 2009). 

Os materiais humificados como o composto e vermicomposto, constituem 
alternativas tecnológicas sustentáveis a serem utilizados como materiais 
descontaminadores (Christian et al., 2010; Jordão et al., 2011). Esses materiais 
possuem elevada quantidade de grupamentos funcionais (-COOH, -OH, -NHn, -C=O, 
entre outros) que potencializam a interação com MP (Nebbioso e Piccolo, 2012). No 
entanto, eles apresentam na sua composição substâncias húmicas (HS) que são 
solúveis em meio aquoso com elevada capacidade para reter metais, isto constitui uma 
desvantagem para serem usados em uma escala maior (Faur-Brasquet et al., 2002; 
Alvarez-Puebla et al., 2004). 

O uso de tecnologias limpas na agricultura propõe como variante a utilização 
de húmus líquido obtido de fontes como o VC, como regulador do crescimento 
vegetal. No processo de obtenção de húmus líquido podem ser utilizadas diferentes 
soluções extratoras, principalmente em meio alcalino. A associação internacional de 
SH sugere como extrator, uma dissolução de NaOH 0,5 mol L-1. No entanto, qualquer 
que sejam os extratores utilizados sempre ficará uma fração sólida residual (Calderin 
et al, 2007). 

Um material eficiente para reter cátions de MP em efluentes industriais tem 
que ser de baixo custo, disponibilidade, de origem natural e com características 
estruturais que lhe permitam reter elevados conteúdos de MP. Neste capitulo se 
estudam as potencialidades de um material humificado, obtido a partir de um VC de 
esterco bovino e previamente caracterizado por técnicas espectroscópicas, para reter 
Ni2+ e Pb2+ em sistemas aquosos e sua efetividade para descontaminar águas residuais 
industriais com elevados teores Ni2+ e Pb2+. 
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4.4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.4.1 Experimentos de retenção em sistemas monoelementares de Ni2+ e Pb2+ em 
RH 
Os experimentos para avaliar os parâmetros da capacidade de sorção, 

influência da massa, cinética de sorção e dependência da sorção com o pH de Ni2+ e 
Pb2+ em RH, foram conduzidos em sistemas monoelementares. As soluções foram 
preparadas a partir de soluções padrões de Ni(NO3)2 .6H2O e Pb(NO3) (50 mg.L-1) em 
água destilada. As concentrações iniciais e finais dos metais em todos os experimentos 
foram determinadas mediante espectrofotometria de absorção atômica (VARIAN 55B 
Atomic Absorption Spectrometer). 

 
4.4.2 Efeito da massa de RH na retenção de Ni2+ e Pb2+ 

A avaliação da massa na retenção foi conduzida como segue: massas diferentes 
de RH na faixa de 1-7 g foram colocadas em agitação com três concentrações de Ni2+ e 
Pb2+ (2,5 mg.L-1; 4,0 mg.L-1; 5,0 mg.L-1) em um volume total de solução de 50 mL. O 
tempo de agitação foi mantido durante 4 horas, todas as concentrações foram 
preparadas em triplicata. A remoção dos metais em RH foi expressa em porcentagem 
(%Ret): 

% Ret= 
CRet
Ci

. 100       (1) 

 
Onde Ci é a concentração inicial adicionada (mg.L-1); CRet é a concentração retida em 
RH (mg.L-1). 
 
4.4.3 Dependência da retenção de Ni2+ e Pb2+ com o pH 

A influencia do pH na retenção foi avaliada como se segue: massas de 5 g de 
RH foram colocadas em contacto com 11 concentrações crescentes de Ni2+ e Pb2+ (0,5 
mg.L-1 até 5,5 mg.L-1) em um volume final de 50 mL. A retenção foi avaliada em 
valores de pH=2, pH=7 e pH=8, os quais foram fixados nas soluções mediante ajuste 
com NaOH e HNO3 e medições potenciomêtricas (pH metro). O tempo de agitação foi 
mantido por 4 horas, todas as concentrações foram preparadas em triplicata e a 
retenção dos metais em RH foi expressa em %Ret segundo a equação (1). 

 
4.4.4 Cinética da retenção de Ni2+ e Pb2+ em RH 

O estudo da cinética de retenção foi conduzido como segue: Massas de 5 g de 
RH foram colocadas em contato com soluções de 30 mg.L-1 de Ni2+ e Pb2+ em um 
volume final de 50 mL. As suspensões foram agitadas e a retenção dos metais avaliada 
em diferentes intervalos de tempos desde os 10 min até 240 min, todas as 
concentrações foram preparadas por triplicata. Os dados cinéticos foram tratados com 
os modelos de pseudo primeira ordem, segundo Kalavathy et al. (2005) e Dahiya et al. 
(2008) e pseudo segunda ordem, segundo Kalavathy et al. (2005), ambos na suas 
formas lineares, como seguem: 

Modelo de pseudo primeira ordem: 
 

ln ( Qe-Qt)= ln Qe - ln k1t       (2) 
 

Em que: Qt é o valor de Qe no tempo t. k1 é a constante de velocidade de pseudo 
primeira ordem (min-1). A representação gráfica de log (Qe-Qt) em função de t é uma 
reta com interseção igual à log Qe e inclinação igual a -k1/2,303. 
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Modelo de pseudo segunda ordem: 
 

t

Qt
= 

1

k2Qe
2 + 

1

Qe
 t      (3) 

 

Em que: k2 é a constante de velocidade de pseudo segunda-ordem (g. mg-1. min-1).  O 
gráfico de t/Qt em função de t é uma reta com inclinação 1/Qe e interseção 1/(k2.Qe

2). 
 
4.4.5 Isotermas de adsorção de Ni2+ e Pb2+ em RH 

O estudo das isotermas de adsorção foi conduzido como segue: Massas de 5 g 
de RH foram colocadas em contato com 11 concentrações crescentes de Ni2+ e Pb2+ 
(0.5 mg.L-1 até 5.5 mg.L-1) em um volume final de 50 mL, o tempo de agitação foi de 
150 min. As suspensões foram filtradas e avaliadas as concentrações dos metais na 
solução. Aos dados experimentais obtidos foram aplicados os modelos de isotermas de 
adsorção de Freundlich e Langmuir. 

O modelo da isoterma de Langmuir foi usado na sua forma linear que é 
expresso como segue: 
 

Ce
Qe
= 

1

bQmáx
+ 

Ce
Qmáx

(4) 

 

Em que: Ce é a concentração do metal no equilíbrio (mg.L-1), Qe é a quantidade 
de metal adsorvida por  grama de RH (mg.g-1), b é a constante de absorção de 
Langmuir a uma temperatura dada (L.mg-1) e Qmáx é a capacidade máxima de absorção 
(mg.g-1). Da isoterma de Langmuir pode-se obter também o parâmetro RL que indica 
se a adsorção é favorável ou desfavorável, onde Co é a concentração inicial e pode ser 
expressa como segue: 

RL= 
1

1+bCo
(5) 

 

O modelo da isoterma de Freundlich foi usado na sua forma linear e sua 
equação è expressa como segue: 

log (Q) = logKF+ 
1

n
logCe (6) 

 

Em que: KF (mg.g-1) e n são os parâmetros relacionados à capacidade e 
afinidade respectivamente. 

 
4.4.6 Determinação do parâmetro termodinâmico de Energia livre (∆∆∆∆Go) 

O parâmetro b obtido da isoterma de Langmuir foi usado para calcular ∆Go 
(kJ.mol-1) dos processos de adsorção dos metais em RH segundo a equação a seguir: 

 

∆Go= -RT ln b       (7) 
 

Em que: R é a constante universal dos gases (8.314 x 10-3 kJ.mol-1 .K-1) e T é a 
temperatura experimental em kelvin. 

 
4.4.7 Experimentos de retenção em sistemas bi-elementares de Ni2+ e Pb2+ em 
RH 
 O experimento de retenção em sistema bielementar foi conduzido de acordo 
com os parâmetros obtidos para a maior retenção no sistema monoelementar. Uma 
quantidade de onze soluções de concentrações crescentes de Ni2+ e Pb2+ (0,5-5,5 mg.L-
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1) foram preparadas a partir de uma dissolução padrão de Ni(NO3)2 .6H2O e Pb(NO3) 
(50 mg.L-1) em água destilada. As soluções de concentrações crescentes dos metais 
foram colocadas em contato com massas de 5 g de RH e mantidas em agitação durante 
150 minutos a pH 7 previamente ajustado. Foi utilizado em total de 10 réplicas para 
cada concentração testada. As concentrações dos metais foram determinadas mediante 
espectrofotometria de absorção atômica (VARIAN 55B Atomic Absorption 
Spectrometer). 
 
4.4.8 Testes de efetividade de RH em águas residuais industriais 

A usina de cerâmica Branca localiza-se na atual Província de Mayabeque, no 
municipio de San José de las Lajas, localidade Jamaica, Cuba. As caracterizações das 
águas residuais desta fonte contaminante foram realizadas em estudos de Nieblas et al. 
(2008), e foram identificados os sítios de captura e acúmulo destes resíduos. Apoiados 
nestes estudos foram coletados em três pontos diferentes dos sistemas de tratamentos, 
águas residuais industriais. O ponto 1: (latitude: 22°58'29.83"N; longitude: 
82°10'6.91"O), corresponde-se ao primeiro sistema da usina para descontaminação de 
sólidos em suspensão, ponto 2: (latitude: 22°58'30.41"N; longitude: 82°10'6.30"O), 
sítio de despejo dos líquidos residuais por vazamento, ponto 3: (latitude: 
22°58'35.12"N, longitude: 82°10'0.34"O), sítio de acumulo natural dos resíduos.  

Um volume de 5 L de águas residuais foi coletado de cada ponto de estudo 
durante uma semana com a usina em produção regular, estas águas foram misturadas e 
avaliada a quantidade de Ni2+ e Pb2+ mediante espectrofometria de absorção atômica 
(VARIAN 55B Atomic Absorption Spectrometer), o pH da água nos três pontos 
oscilou entre os valores 6,2 a 7,3. Para avaliar a retenção dos metais presentes nas 
águas residuais, três massas de RH (5 g, 10 g e 20 g) foram postas em contato com 1 L 
dos resíduos aquosos coletados em cada ponto como explicado no Item 6.2.5: 
experimentos para as isotermas de adsorção. As condições experiementais foram: 
tempo de agitação 150 minutos, pH∼7 e T±25 ºC. 
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.5.1  Efeito da massa e o pH na retenção de Ni2+ e Pb2+ em RH 
A retenção de Ni2+ e Pb2+em função da massa de RH são mostradas na Figura 

19A. A maior percentagem de retenção foi obtida para uma massa de RH de cinco 
gramas, a partir deste valor, as quantidades retidas mantiveram-se semelhantes. A 
utilização de materiais humificados para a retenção de MP não mostra um critério 
unificado para uma massa única, o comportamento da massa do adsorvente depende 
das suas características químicas e da espécie metálica em questão. Alguns trabalhos 
relatam que a massa ótima para a retenção de Pb, Ni, V e Cr é de 2 g de VC (Urdaneta 
et al., 2008), noutros, uma relação de massa e volume adsorvente/adsorvato (1g:10 
mL) propicia as melhores condições para a maior retenção (Jordão et al., 2009). 

As Figuras 19B e 19C mostram a dependência da retenção dos metais com o 
valor de pH. Para ambos os metais, o valor de pH 7 foi o mais eficiente para uma 
maior retenção. Valores ácidos de pH 2 e básicos pH 8 não mostraram valores de 
retenção superiores ao 60% em ambos os metais. Valores de pH 2 mostraram as 
menores percentagem de retenção, tanto para Ni2+ quanto para Pb2+, no entanto, 
valores de pH 8 mostraram porcentagem de retenção de até 60%. As possíveis causas 
dos diferentes níveis de retenção podem ser explicadas tanto pela variabilidade 
estrutural de RH quanto pelos comportamentos destas espécies em solução. Alguns 
estudos relatam a alta dependência da estrutura dos materiais humificados com o valor 
de pH. Senesi et al. (1996) mostraram mediante estudos de MEV, que a pH baixos, os 
AH apresentavam características morfológicas compactas pela formação de ligações 
de hidrogênio, no entanto, a pH básico, a estrutura sofria rearranjos pela 
desprotonação das ligações e repulsões internas. Por outro lado, a pH neutros 
coexistem em solução espécies de positivas de Pb2+, [Pb(OH)]+, Ni2+ . A valores de pH 
8, a concentração de espécies Ni2+ começa a diminuir e [Ni(OH)]+ se encontra em 
baixas concentrações (Veliz et al., 2011). 
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Figura 19. (A): Influência da massa de RH na retenção de Ni2+ e Pb2+. (B e C): 
Influência do valor de pH na retenção de Pb2+ e Ni2+ respectivamente. Tempo 
de agitação para cada massa de RH igual a 24 horas, T=25ºC. 

Equações de regressão para Pb2+:           Equações de regressão para Ni2+:  
pH 2: y=-5.19+8.59x-1.33x2 R2=0.75 pH 2: y=23.13–9.94x+1.39x2 R2=0.72 
pH 7: y=67.8+14.4x-2.60x2 R2=0.98 pH 7: y= 92.80+6.29x+1.55x2 R2=0.96 
pH 8: y=4.25+23.7x-2.57x2 R2=0.99 pH 8: y=31.30+11.5x+0.99x2 R2=0.94 
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4.5.2 Estudo cinético da retenção de Ni2+ e Pb2+ em RH 
A Figura 20 mostra o estudo da cinética de retenção de Ni2+ e Pb2+ em RH. A 

cinética de retenção de ambos os metais ajustou-se tanto para o comportamento de 
pseudo 1a quanto para a pseudo 2a ordem (Figuras 20A e 20B). A retenção de ambos 
os metais mostrou dependência com o aumento do tempo de contato até atingir a 
retenção máxima a partir dos 150 minutos (2 horas e 30 minutos) (Figura 20C). 
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Figura 20. Estudo da cinética de retenção de Ni2+ e Pb2+ em RH segundo os modelos 
de pseudo 1a ordem e pseudo 2a ordem. (A): Estudo cinético para Ni2+; (B): 
Estudo cinético para Pb2+. Qt (Pb2+): y=17,90+0,0837x+0,0002x2 R2=0,9613; 
Qt (Ni2+): y=23,94+0,0545x+0,0001x2 R2=0,9854. T=25ºC. 

 

Os valores de R2 na Tabela 4 confirmam que ambos os modelos cinéticos se 
ajustaram aos dados experimentais, no entanto, o modelo cinético de pseudo 2a ordem 
mostrou o melhor ajuste para ambos os metais. O valor da constante de velocidade de 
adsorção k2 para o Pb2+ foi superior ao valor de k2 do Ni2+. 

 

Tabela 4. Parâmetros obtidos a partir da aplicação dos modelos cinéticos para a 
retenção de Ni2+ e Pb2+ em RH. k1 e k2: constantes de velocidade para os 
modelos cinéticos de pseudo 1a e pseudo 2a ordem, respectivamente.  

Modelo 
Cinético 

Metal k1 e k2 (x 10-3) Qe(máx)(mg.g-1) R
2 Equação 

pseudo 1era 
Ni2+ 7,8 min-1 0,3957 0,93 y = 0,7121 - 0,0034x 

pseudo 2da 3,6 g. mg-1. min-1 29,411 0,99 y = 0,3160 + 0,034x 
pseudo 1era 

Pb2+ 5,0 min-1 2,8056 0,90 y = 1,0272 - 0,0022x 
pseudo 2da 4,1 g. mg-1. min-1 27,027 0,99 y = 0,3160 + 0,034x 

 
O modelo cinético de pseudo 1a ordem estabelece que a sorção depende 

proporcionalmente dos sítios ativos disponíveis no adsorvente, enquanto que, no 
modelo de pseudo 2a ordem a sorção é dominada por interações adsorvente/adsorvato 
envolvendo troca e/ou compartilhamento de elétrons (Saeed et al., 2009).  

O fato da sorção dos metais Ni2+ e Pb2+ responderem melhor ao modelo de 
pseudo 2a ordem, pode se sustentar nas características estruturais de RH, nas quais 
predominam grupamentos funcionais e fragmentos que atuam como doadores de 
elétrons, propiciando interações de tipo eletrostáticas e por formação de complexos 
com os metais. Na literatura há estudos de cinética de sorção aplicando estes modelos 
com materiais de complexidade estrutural elevada. Materiais variados como casca de 
feijão, dolomita e AH mostraram uma cinética de retenção com comportamento de 
pseudo 2da ordem na sorção de Cd2+, Zn2+, Pb2+, Co2+, Cu2+ e Cr3+ (Al-Degs et al., 
2006; Saeed et al., 2009; Wu et al., 2011). 
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4.5.3 Modelagem de retenção de Ni2+ e Pb2+ em RH. Modelos de isotermas de 
Langmuir e Freundlich 
Na Figura 21 são apresentados os gráficos das isotermas de sorção para Ni2+ e 

Pb2+ (21A, 21A1) e a modelagem da sorção segundo Langmuir e Freundlich (21B, 
21B1, 21C e 21C1).  
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Figura 21. Isotermas de adsorção de Ni2+ e Pb2+ em RH.  
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Segundo a classificação de Giles et al. (1970),  as isotermas de sorção para Ni2+ 
e Pb2+ em RH podem ser classificadas no grupo das tipo L e subgrupo 4. Segundo esta 
classificação, o fato da retenção de Ni2+ e Pb2+ apresentarem este comportamento pode 
indicar a ocorrência de diminuição dos sítios ativos indicando a formação de camadas 
múltiplas de metal retido em RH. 

Embora a retenção destes metais tenha se ajustado favoravelmente nas 
isotermas de adsorção de Langmuir e Freundlich, a retenção teve como melhor ajuste a 
isoterma de Freundlich (ver R2 na Tabela 5). O parâmetro b (L.mg-1), relacionado com 
a energia de adsorção, mostrou baixos valores para ambos os metais, o menor valor de 
b foi expresso para a retenção de Ni2+ em RH, baixos valores de b estão associados a 
ligações mais fortes entre adsorvente-adsorvato (Jordão et al., 2009; Tunali e Akar, 
2006). As quantidades máximas retidas Qmáx (mg.g-1) obtidas para a isoterma de 
Langmuir mostraram uma maior retenção para  Ni2+ em comparação com Pb2+, ao 
mesmo tempo o parâmetro RL, que indica se um processo de sorção em um sistema é 
favorável ou não (0<RL<1): sorção favorável segundo Hall et al. (1996), mostrou 
valores que demonstram uma sorção favorável para ambos os metais, sendo para o 
Ni2+ o valor mais próximo à unidade, indicando um processo de sorção mais 
favorecido para este metal em RH. 

O parâmetro kF relacionado à capacidade de adsorção e o parâmetro n (para 
1<n<10:adsorção favorável), relacionado à intensidade de adsorção (Bhattacharya et 
al., 2006; Kadirvelu e Namasivayam 2000), obtidos através da isoterma de Freundlich 
mostraram os maiores valores para o Ni2+ quando comparados aos obtidos para o Pb2+. 
Isto reafirma que em RH a adsorção de Ni2+ e Pb2+ são favorecidas quanto à 
quantidade e força da retenção. 

A energia livre de Gibbs (∆G, kJ.mol-1) representa a espontaneidade dos 
processos de adsorção, onde quanto mais negativa maior a espontaneidade do 
processo. Para ambos os metais em estudo, a energia calculada foi negativa, indicando 
processos espontâneos de adsorção em RH. Alguns autores relatam que processos com 
valores de ∆G até -20 kJ.mol-1 correspondem a processos de interações mediados por 
adsorção física, no entanto, valores de ∆G mais negativos a -40 kJ.mol-1, 
correspondem a processos de interações mediados por ligações químicas (ligações de 
coordenação) (Khan e Singh, 2009). Os valores de ∆G obtidos neste trabalho oscilam 
entre os citados na literatura, indicando maior tendência a interações de tipo químicas, 
as que podem ser predominantes diante as físicas. 

 
Tabela 5. Parâmetros termodinânimos e de retenção obtidos a partir das isotermas de 

Langmuir e Freundlich. 

 
Parâmetros Langmuir Parâmetros 

Freundlich 
Parâmetro 

Termodinâmico 
b 

(L.mg-1) 
Qmáx 

(mg.g-1) 
R

2
 RL kF n R

2
 ∆∆∆∆Go (kJ.mol-1) 

Pb2+ 0,76 34,602 0,95 0,0037 1,4553 1,23 0,96 -33.5645 
Ni2+ 0,10 151,51 0,80 0,0064 2,2776 1,13 0,98 -28.5763 

 
4.5.4 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) para RH e RH com metais 

retidos 
A micrografia do material RH é apresentada na Figura 22, as características 

morfológicas superficiais de RH mostraram-se heterogêneas com relevo irregular e um 
aspecto rugoso. Observa-se repetições de partículas de tamanho aproximado a 200 µm 
assim como presença de partículas de tamanho menor, indicando que RH estabilizado 



 

a pH neutro, é formado unidades morfológicas ou agregados de pequeno tamanho, na 
ordem de 200 µm ou menores. A homogeneidade da cor escura mostrada em RH é 
típica de compostos orgânicos, não mostrando regiões de maior intensidade luminosa 
que indicaria presença de estruturas inorgânicas.

 

Figura 22. Imagens de microscopia eletrônica do material 
RH-Pb. 

 
As micrografias de RH com os metais retidos 

presença de regiões brilhantes na superfície, estas regiões não eram visíveis em RH 
antes da interação com os metais. Esta é uma evidência visual da adsorção dos metais 
estudados na estrutura superficial de RH. 

a pH neutro, é formado unidades morfológicas ou agregados de pequeno tamanho, na 
µm ou menores. A homogeneidade da cor escura mostrada em RH é 

típica de compostos orgânicos, não mostrando regiões de maior intensidade luminosa 
indicaria presença de estruturas inorgânicas. 

Imagens de microscopia eletrônica do material (A): RH, 

As micrografias de RH com os metais retidos (Figura 
presença de regiões brilhantes na superfície, estas regiões não eram visíveis em RH 
antes da interação com os metais. Esta é uma evidência visual da adsorção dos metais 
estudados na estrutura superficial de RH.  
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RH, (B): RH-Ni e (C): 

(Figura 22B e 22C) mostram 
presença de regiões brilhantes na superfície, estas regiões não eram visíveis em RH 
antes da interação com os metais. Esta é uma evidência visual da adsorção dos metais 
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Alguns estudos relatam estas características morfológicas observadas em RH 
quanto à coloração e relevo para compostos humificados como os AH (Chen et al., 
2008; Saha et al., 2001). Em outros trabalhos foram visualizadas estas evidencias de 
retenção de metais em compostos humificados e materiais do solo utilizando MEV 
(Wei et al., 2004; Bardy et al., 2008; Laribis et al., 2008). 
 

4.5.5 Caracterização mediante espectroscopia FTIR de RH e RH com os metais 
retidos 
Os espectros FTIR do material humificado RH e RH com os metais retidos são 

mostrados na Figura 23. Observou-se que houve uma diminuição das intensidades 
correspondentes a bandas principalmente associadas a grupos funcionais oxigenados. 
Isto é, as bandas localizadas em aproximadamente 3441 cm-1 (νO-H de fenóis, 
carboxilas e alcoóis, secundariamente vibrações νN-H) foram encontradas com menor 
intensidade para RH-Ni e RH-Pb. Da mesma forma foi encontrado diminuição da 
intensidade das bandas entre 1649-1037,5 cm-1 (νC=O de quinonas, carboxilas e 
amidas I, vibrações assimétricas νCOO- de íons carboxilatos, vibrações assimétricas 
γC-H de CH3, δO-H e νC-O de fenóis e simétricas νCOO- de íons carboxilatos e 
vibrações νC-O de estruturas de polissacarídeos e semelhantes).  

Estes resultados podem indicar um envolvimento destes grupos funcionais 
ionizáveis em RH na interação com os metais em solução mediante ligações químicas. 
Vários autores relatam comportamentos semelhantes em estudos de retenção de metais 
pesados em materiais humificados aos encontrados neste trabalho. Quando estudados 
os mecanismo de retenção de metais como Cu, Cd, Cr, Fe, Pb entre outros, em 
substâncias húmicas como AH, huminas e vermicompostos, são encontradas 
mudanças nas intensidades e padrões espectrais após acontecer os fenômenos de 
retenção (Vinkler et al., 1976; Piccolo  e  Stevenson, 1982;Senesi et al., 1986; 
Alvarez-Puebla et al., 2004;Jerzykiewicz, 2004; Bardy et al., 2008; Wu et al., 2011). 

 
Figura 23. Espectros FTIR do material RH, RH-Ni e RH-Pb. 
 
4.5.6 Experimentos de retenção de Ni2+ e Pb2+ em RH em sistemas bi-

elementares aquosos 
 Neste experimento foi avaliado o comportamento da retenção dos metais Ni2+ e 
Pb2+ em RH em um sistema bi-elementar. A Tabela 6 mostra que nas concentrações 
mais baixas (0,5-2,0 mg.L-1) existiu uma maior porcentagem de retenção para Pb2+ 
(60,2%-74,8%) quando comparada com o Ni2+ (46,2%-50,1%). Quando as 
concentrações iniciais de partida aumentaram de 2,5% a 5,5%, houve uma inversão da 
retenção, sendo o Ni2+ o cátion que apresentou os maiores valores (91,5%-98,3%) 
quando comparado com o Pb2+ (40,4%-70,0%), e por fim, nas maiores concentrações 
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o cátion Ni2+ apresentou a maior quantidade retida em RH (98,3%) comparada com 
Pb2+ (40,4%). 
 
Tabela 6. Valores de retenção dos metais Ni2+ e Pb2+ em sistemas aquosos bi-

elementares e com agitação. Massa de RH: 5g, Tempo de agitação: 150 
minutos, pH 7, T=25ºC. 

Ci 
(mg.L-1) 

Ni2+ Pb2+ 

C retida 
(mg.L-1) 

Qe(mg.Kg-1) 
% 

Ret 
C retida 
(mg.L-1) 

Qe (mg.Kg-1) 
% 

Ret 
0,5 0,23±0,06 2,31 46,2 0,30±0,02 3,01 60,2 
1 0,49±0,09 4,91 49,1 0,71±0,04 7,11 71,1 

1,5 0,89±0,14 8,92 59,4 1,12±0,12 11,22 74,8 
2 1,00±0,34 10,02 50,1 1,38±0,27 13,86 69,3 

2,5 2,33±1,01 23,38 93,5 1,56±0,12 15,63 62,5 
3 2,83±1,02 28,3 94,3 2,10±0,44 21,02 70,0 

3,5 3,29±0,75 32,95 94,1 2,17±0,30 21,71 62,0 
4 3,68±0,50 36,81 92,0 2,11±0,11 21,11 52,7 

4,5 4,11±1,00 41,19 91,5 2,18±0,51 21,81 48,4 
5 4,78±1,03 47,84 95,6 2,21±0,06 22,11 44,2 

5,5 5,41±1,00 54,1 98,3 2,22±0,07 22,23 40,4 
  

A Figura 24 mostra a isoterma de sorção construída para estes cátions no 
sistema bi-elementar. É possível observar (ver a seta no gráfico), que até uma 
contração de 1,0 mg.L-1 de ambos os metais, acontece um compartilhamento dos sítios 
de retenção, embora com uma maior retenção para o Pb2+. Nas concentrações 
superiores a 1,0 mg.L-1 a isoterma reafirma uma maior retenção para o Ni2+.  
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Figura 24. Isoterma de sorção dos metais Ni2+ e Pb2+ em sistemas aquosos bi-
elementares e com agitação. Massa de RH: 5g, Tempo de agitação: 150 
minutos, pH 7, T=25ºC. 

As possíveis explicações para este comportamento podem ser encontradas nas 
características estruturais de RH. Primeiramente, a pH 7, as espécies predominantes de 
ambos os metais são Ni2+, Pb2+ e Pb(OH)+. É possível então, que nas interações destas 
espécies de Pb com os sítios mais superficiais em RH (primeiro contato entre RH e os 
metais), com o seu maior tamanho (raio iônico: 0,97 Aº) em comparação com o Ni2+ 
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(0,70 Aº), se produzam alterações e reorganizações estruturais na superfície, ou até 
mesmos efeitos estéricos que comprometam as interações entre o Ni2+ e RH. Esta 
reestruturação poderia disponibilizar maior quantidade de grupos funcionais em 
concentrações maiores para o Ni2+ ou abrir interstícios na estrutura do material que o 
Ni2+, pelo seu menor tamanho poderia ocupar e aumentar sua retenção, pois além dos 
sítios superficiais, este metal exploraria melhor os sítios internos de RH. Estas são 
evidências da provável existência de outros fenômenos de retenção entre RH e os 
metais além da formação de ligações covalentes de coordenação, como podem ser as 
interações eletrostáticas tanto em nível superficial como intraestrutural. 
 Os resultados encontrados aqui sobre o comportamento dos metais Ni2+ e Pb2+ 

em dissolução aquosa, foram também observados nos trabalhos de McBride (1989), 
onde foi relatada a seguinte ordem de afinidade entre cátions metálicos e a matéria 
orgânica do solo: Cu2+>Ni2+>Pb2+>Co2+>Ca2+>Zn2+. No entanto, segundo Irving-
Williams, as SH formam compostos complexos na seguinte ordem de estabilidade: 
Pb2+>Cu2+>Ni2>Co2+ >Zn2+>Cd2+>Fe2+>Mn2+>Mg2+. Estas duas ordens foram 
observadas nesse estudo, o que mostra a heterogeneidade nas interações entre RH e os 
metais, dependente das características estruturais de RH. 
 Outros autores como Urdaneta et al. (2008), estudaram a retenção de metais em 
SH e relataram que para o vermicomposto, a remoção dos metais pesados de Ni, Pb, V 
e Cr, utilizando um sistema multielemental, constatou um nível de retenção para Ni, 
Pb e Cr superou o 95%, no entanto, para V foi superior ao 50%.  
 
4.5.7 Efetividade de RH para a contenção de Ni2+ e Pb2+ em residuais líquidos 

industriais 
Neste estudo foi avaliada a efetividade de contenção de Ni2+ e Pb2+ em RH em 

águas residuais coletadas diretamente da fonte contaminante sem tratamentos prévios. 
As coletas de três pontos diferentes tiveram como objetivo buscar reprodutibilidade 
dos resultados e a efetividade da retenção de RH em relação à distância da fonte 
contaminante. A carga contaminante de Ni2+ e Pb2+ nos residuais líquidos desta usina 
nos três pontos coletados oscilou de 21,2-34,1 mg.L-1 para Ni2+ e de 41-61,3 mg.L-1 
para Pb2+ (Tabela 7). A efetividade de RH na recuperação dos metais independe do 
ponto de coleta e foi superior quando utilizada a maior massa de RH (20 g) para 1L de 
água residual. 

 

Tabela 7. Contenção de Ni2+ e Pb2+ em águas residuais industriais de três pontos 
diferentes da usina de cerâmica branca. 

 
Inicial 

(mg.L-1) 

Massa de RH (5 g) Massa de RH (10 g) Massa de RH (20 g) 
Retido (mg.L-1) 

±s.e.m 
Retido (mg.L-1) 

±s.e.m 
Retido (mg.L-1) 

±s.e.m 
 Ni Pb Ni Pb Ni Pb Ni Pb 
1 21,2 41 16,5±0,64 12,2±0,55 19,1±1,99 28,7±3,55 21,0±2,89 40,7±4,74 
2 25,2 52,1 17,1±0,58 13,5±0,49 21,8±2,01 40,2±4,74 24,9±2,55 50,2±4,96 
3 34,1 61,3 17,9±0,66 14,1±0,61 25,4±1,88 45,1±4,08 33,6±3,04 59,9±4,21 
Médias de 
recuperação 

17,1±0,40 13,5±0,56 21,8±1,82 40,2±4,86 24,9±3,72 50,2±5,54 

% de 
recuperação 

52,6-78,5 23,1-29,7 74,7-90,9 70-73,9 >98 >96 

1,2,3:Pontos de coleta dos residuais líquidos da usina de Cerâmica Branca 
 
A maior efetividade de retenção encontrada para uma massa quatro vezes 

superior à massa testada nos estudos de laboratório pode ser devido a interferências 
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presentes nas águas residuais, como a presença de outras formas químicas destes 
cátions, sólidos em suspensão ou outras substâncias de características químicas 
diferentes. A utilização futura e efetiva deste material depende dos estudos de 
características mais aprofundadas dos constituintes das águas residuais, no entanto, nas 
condições estudadas, RH mostrou recuperação de quantidades superiores a 98 e 96% 
para Ni2+ e Pb2+ respectivamente para 20 g por cada litro de água residual. 

Vários estudos no uso de materiais humificados para a contenção de metais 
pesados relatam a efetividade destes compostos. Na contenção de Cd usando 
vermicomposto como biosorbente, este material mostrou uma efetividade de 94-100% 
de contenção (Bianchin et al., 2009).  Outros estudos usando AH e zeolitas naturais 
mostraram uma elevada efetividade para contenção de Ni2+ e Pb2+ em sistemas mono e 
bielementares (Wang et al., 2008). Jordão et al. (2007), usando vermicomposto para a 
contenção de Ni2+, Cu2+ e Zn2+ de efluentes líquidos, relataram uma eficiência deste 
material de aproximadamente 100%. 
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4.6 CONCLUSÕES 

Após a extração das SH de um vermicomposto de esterco bovino, foi possível 
obter um material com características químicas semelhantes às encontradas em 
materiais humificados. 

Os experimentos de laboratório mostraram que uma massa de 5 g, pH 7 e 150 
minutos de agitação, foram condições suficientes para reter elevadas quantidades dos 
cátions Ni2+ e Pb2+. O estudo cinético da retenção para Ni2+ e Pb2+ em RH se descreveu 
melhor mediante um comportamento de pseudo 2a ordem e mostrou os melhores 
ajustes para o modelo de adsorção da isoterma de Freundlich. 

A microcopia MEV demonstrou visualmente a retenção destes metais em RH a 
nível superficial e a espectroscopia mostrou possível formação de ligações químicas 
entre os metais e os grupos funcionais ionizáveis em RH.  

Os experimentos de retenção em laboratórios e em sistemas bi-elementares 
mostraram uma maior retenção para o Pb2+ nas menores concentrações adicionadas e a 
maior retenção para Ni2+ nas maiores concentrações adicionadas. 

O material RH, quando testado com águas residuais da indústria de cerâmica 
branca, mostrou uma efetividade de contenção de Ni2+ e Pb2+ superior a 98% e 96% 
respectivamente para uma massa de 20 g de RH por cada litro de água residual. RH 
pode constituir um agromaterial eficiente na produção de um dispositivo para a 
remoção ecológica de metais pesados em águas residuais. 
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5. CAPÍTULO III 
 

 

BIOATIVIDADE DOS AH: EFEITOS SOBRE A MORFOLOGIA 
RADICULAR E MECANISMOS DE PROTEÇÃO AO ESTRESSE 

OXIDATIVO E HÍDRICO 



56 

 

5.1 RESUMO 
 

Os efeitos das SH em plantas são diversos e complexos devido à quantidade de 
variáveis que influenciam seus modos de ação. Alguns autores mostram uma relação 
dependente entre o crescimento radicular e a concentração de carbono, noutros 
trabalhos se mostra que as características estruturais são os parâmetros mais 
determinantes. Dada esta variedade de evidências sobre os modos de ação dos AH no 
metabolismo das plantas, neste capítulo se recolhem os resultados obtidos desde a 
pesquisa inicial sobre os efeitos de dose de AH vs. respostas, até chegar a vias mais 
complexas de respostas. Este capítulo objetiva estudar a relação entre os efeitos 
conhecidos dos AH e alguns componentes do metabolismo antioxidativo em plantas 
de arroz, utilizados pelos AH para exercer seus efeitos em plantas assim como, a ação 
protetora antioxidativa dos AH em plantas de arroz em condições de estresse hídrico 
induzido. Em experimento inicial foram estudadas as doses mais promissoras no 
crescimento radicular (raízes laterais, comprimento radicular, massa seca, área 
radicular) e a relação destes efeitos com alguns componentes do metabolismo 
antioxidativo. Em um segundo experimento, foi estudado a ação protetora da dose 
mais promissora (40 mg (C-AH).L-1) em plantas submetidas a estresse hídrico 
induzido com PEG-6000 (15%). Os resultados obtidos neste trabalho mostraramque os 
AH exerceram uma regulação da homeostase redox, estimulando a produção de ERO e 
controlando seus níveis por meio de um estímulo da atividade das enzimas do 
metabolismo antioxidativo (SOD e POX). Esta via de ação parece utilizar além dos 
mecanismos de sinalização das próprias ERO, as vias de sinalização do ABA e não 
através de uma ação que provoque aumentos da biossíntese de AIA endógeno, criando 
uma condição nas plantas semelhante à condição de estresses, no entanto, esta 
condição promovida pelos AH não causa danos por peroxidação lipídica de membrana 
que provoquem efeitos negativos no crescimento e desenvolvimento radicular. A 
eficiência no controle das ERO quando aumentadas pela ação dos AH fica 
comprovado pelo aumento na permeabilidade da membrana sem afetar a 
funcionalidade radicular. Foi comprovado que nas plantas em estresse hídrico 
induzido por PEG-6000 foram afetados os processos de emissão de raízes laterais, no 
entanto, quando as plantas receberam como tratamento os AH, houve uma preservação 
dos processos de crescimento e desenvolvimento radicular, comprovados mediante 
uma emissão de raízes laterais superiores ao tratamento controle sem AH. A ação 
protetora dos AH favorece uma maior eficiência no controle das ERO mediante o 
funcionamento acelerado das enzimas do metabolismo antioxidativo, preservando a 
integridade da membrana celular radicular mediante a inibição da peroxidação 
lipídica. Nesta ação protetora não foi evidenciado uma participação de ABA nem de 
prolina como metabólito antioxidante no controle redox, embora, essas vias 
metabólicaspodemhaverfuncionado com anterioridade. 
 
Palavras-chave: Espécies reativas de oxigênio. Estresse hídrico. ABA. AIA. 
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5.2 ABSTRACT 

This chapter aims to study the relationship between the known effects of HA and some 
components of antioxidative metabolism in rice plants used by HA to exert their 
effects on plants as well as the antioxidative protective action of HA in rice plants 
under conditions of induced water stress. After determining the best HA levels by 
monitoring lateral roots, root length, dry weight and root surface area we studied the 
protective action of the most promising dose (40 mg C-HA. L-1) in plants subjected to 
induced drought stress by PEG-6000 (15%). The results of this study showed exert 
redox homeostasis by stimulating the production of ROS and controlling their levels 
through a stimulation of the activity of antioxidative enzymes of metabolism (SOD 
and POX). This course of action seems to be used beyond the signaling mechanisms of 
ROS themselves and the signaling pathways of ABA and not through an action that 
causes increases in endogenous biosynthesis of IAA. Thus, this condition promoted by 
AH does not cause damage by lipid peroxidation of membrane causing negative 
effects on root growth and development. The efficient control of ROS when 
augmented by the action of HA is evidenced by the increase in membrane 
permeability without affecting the functionality root. It has been proven that plants in 
induced water stress by PEG-6000 were affected the processes of issuing lateral roots, 
however, when the plants received treatment with HA there was a preservation of the 
processes of growth and root development, proven by an increase in the emission of 
lateral roots greater than the control treatment without HA. The protective action of 
HA promotes greater efficiency in the control of ROS by the operation of the 
accelerated metabolism of antioxidative enzymes preserving the integrity of the root 
cell membrane by inhibition of lipid peroxidation.  
 
Keywords: Oxygen radical species. Water stress. ABA. AIA. Oxidative stress. 
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5.3 INTRODUÇÃO 

A relação estrutura-atividade biológica das substâncias húmicas (SH) constitui 
uma questão importante para entender seus modos de ação nas plantas. Alguns 
trabalhos mostram a possibilidade das SH para terem compostos na sua estrutura que 
atuam como substratos na síntese de compostos bioativos (Muscolo et al., 2007). 
Outros autores indicam que as SH com baixo peso molecular e uma elevada presença 
de estruturas hidrofílicas apresentam alta eficiência para regular o metabolismo das 
plantas (Nardi et al., 2007). No entanto, Dobbss et al. (2010) não encontraram relação 
entre o peso molecular com a bioatividades de ácido húmicos (AH) e mostraram que 
um maior índice de hidrofobicidade define o crescimento radicular. Canellas et al. 
(2012) indicam que os AH podem ter estruturas aromáticas protegidas à degradação 
por domínios químicos hidrofóbicos o que permite maior interação com receptores 
hormonais nas células.  
 Não menos diversos são os efeitos que os AH exercem nas plantas, porém, os 
relacionados aos sistemas de defensa tem tido especial atenção. AH de alta massa 
molecular tem mostrado potencialidades para exercer efeitos no metabolismo 
secundário associado à síntese de fenóis (Schiavon et al., 2010), assim como, 
aplicações de AH em plantas de milho tem causado efeitos na geração de espécies 
reativas de oxigênio (ERO) e aumento na atividade das enzimas catalases (CAT) 
(Cordeiro et al., 2011). Tem se comprovado ainda o efeito protetor dos AH quando 
aplicados a plantas de feijão em condições de estresse salino (Aydin et al., 2012).  
 A produção de ERO nas plantas apresenta uma dualidade funcional, 
inicialmente reconhecida como efetoras de processos prejudiciais, as ERO exercem 
também funções de sinalização diante mudanças ambientais (Jubany-Marí et al., 2010; 
Suzuki et al., 2012). As ERO podem regular a atividade de componentes essenciais 
nos mecanismos celulares de sinalização como as MAP kinases (Rentel et al., 2004). 
Estas funções celulares dependem de fatores chaves como a localização celular destas 
espécies e o tempo de formação de antioxidantes (Foyer e Noctor, 2009). O H2O2 é 
uma das ROS que possuem funções como a sinalização, crescimento e 
desenvolvimento das plantas, resposta de defesa e regulação no crescimento radicular 
(Lei et al., 2006). Existem relatos que mostram que em termos de resistência, o H2O2 

pode atuar mais como moléculas sinalizadoras do que como indutoras de danos 
oxidativos, porém, estas funções dependem dos níveis de antioxidantes, hormônios e 
localização do H2O2 nas células (Jubany-Marí et al., 2010). A resposta das plantas 
submetidas à condição de estresse hídrico é em grande parte controlado por 
hormônios, particularmente o ácido absícico (ABA), quem desenvolve funções de 
sinalização desde a raiz até a parte aérea (Mahajan e Tuteja, 2005). Os conteúdos 
endógenos de ABA nas plantas são aumentados sob diferentes condições de estresse, 
entre os quais está o estresse hídrico e osmótico (Chen et al., 2002). 
 Dada a variedade de evidências sobre os modos de ação dos AH no 
metabolismo das plantas, neste capítulo se recolhem os resultados obtidos desde a 
pesquisa inicial sobre os efeitos de dose de AH vs. respostas, até chegar a vias mais 
complexas de respostas. Este capítulo objetiva estudar a relação entre os efeitos 
conhecidos dos AH e alguns componentes do metabolismo antioxidativo em plantas 
de arroz, utilizados pelos AH para exercer seus efeitos em plantas assim como, a ação 
protetora antioxidativa dos AH em plantas de arroz em condições de estresse hídrico 
induzido. 
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5.4 MATERIAL E MÉTODOS 

5.4.1 Material vegetal, crescimento das plantas e condições gerais de 
experimentação 
O experimento de bioatividade dos AH em plantas de arroz, foi conduzido 

utilizando a variedade de arroz Nipponbare sp japonica. As plantas foram cultivadas 
em câmera de crescimento no Departamento de Solos da UFRRJ com as seguintes 
condições de crescimento: (ciclo de luminosidade: 12/12 h (luz/escuro), fluxo 
fotossintético de fótons: 250 µmol m−2 s−1, umidade relativa: 70% e temperatura: 28 
ºC/24 ºC (dia/noite). As sementes de arroz foram desinfestadas previamente com  
hipoclorito de sodio (2%) por 10 minutos e posteriormente lavadas com água 
destilada. Posteriormente as sementes foram transferidas a potes com gaze que 
continham somente água destilada. Quatro dias após a germinação das sementes, as 
plântulas receberam uma solução de Hoagland (Hoagland e Arnon, 1950) modificada 
a ¼  da força iónica total. Depois de três dias foi trocada a solução de Hoagland para 
½ da força iónica total, esta mesma solução foi reposta durante todo o experimento. O 
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, utilizando um total 
de cinco plantas por pote com oito repetições por tratamento. As análises estatísticas 
foram realizadas no programa Statgraphic plus v.5.5 e os gráficos forma feitos no 
programa Sigmaplot 10.0 ou Microsoft Excel 2010 quando conveniente. 
 

5.4.2 Aplicações dos tratamentos de AH no experimento de dose vs. resposta 
Para estudar o efeito AH em plantas de arroz, foram preparadas sete 

concentrações de AH, além do controle (sem AH), equivalentes a 0,41; 0,83; 1,25; 
1,66; 3,33; 6,66 e 8,33 mM (C). L-1ou (5, 10, 15, 20, 40, 80 e 100 mg C-AH.L-1) de 
acordo com o volume total da solução nutritiva. Os AH foram dissolvidos na própria 
solução nutritiva, o pH ajustado a 5,8 e adicionados junto a esta, dois dias após a 
aclimatação das plantas na solução nutritiva de ½ da força iônica. Estas mesmas 
soluções foram reposta antes de cada momento de avaliação. 
 

5.4.3 Aplicações dos tratamentos no experimento com estresse hídrico induzido 
nas plantas com PEG-6000 (15%) 
Para as avaliações das plantas em estresse hídrico, foi realizado o mesmo 

desenho experimental descrito no item 5.2.1. Neste experimento foram usados quatro 
tratamentos que consistiram em plantas controle (sem AH), plantas tratadas com AH 
40 mg C-AH.L-1 (AH40), plantas sometidas a estresse induzido com PEG-6000 e 
plantas sometidas a estresse induzido com PEG-6000 e com aplicação de AH a 40 mg 
C-AH.L-1. Dois dias após contato das plantas com a solução nutritiva a ½ da força 
iônica, um grupo de plantas foitransferido a potes onde receberam os AH (AH40) e 
outro grupo receberam a solução nutritiva com PEG-6000 aos 15%, após 24 horas de 
contato com PEG-6000, um grupo de plantas receberam os AH (AH40) e dois dias 
após foram iniciadas a avaliações. 

 

5.4.4 Avaliações de indicadores morfológicos: comprimento radicular (CRP), 
número de raízes laterais (NRL), massa seca radicular (MR), massa seca folhar 
(MF), área radicular específica (ARE) e área folhar específica (AFE) 
 Para avaliar os indicadores morfológicos de NRL e CRP, foram coletadas 
plântulas a cada dois dias após aplicação de AH. Foi denominando como a primeira 
colheita: 4 dias após transplantio(2 DAT), segunda colheita: 6 dias após transplantio(4 
DAT) e oito dias após transplantio(6 DAT). A cada momento de colheita, as plantas 
correspondentes a dois potes foram retiradas para a contagem do NRL, posteriormente 
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foi mesurado o comprimento da radícula e em seguida as raízes foram levadas para 
determinação da área radicular mediante escaneamento digital do órgão no programa 
(software DT®-scan), posteriormente as raízes foram levadas a estufa para secagem em 
condições de temperatura igual a 105 ºC durante 24 horas. A área radicular específica 
foi expressa como a relação entre a área radicular e a massa das raízes (ARE). 
 

5.4.5 Quantificação do conteúdo de carboidratos redutores foliares 
 A quantificação dos carboidratos redutores foliares foi feita nos tecidos foliares 
das plantas coletadas aos 8 DAT e pertencentes aos tratamentos de 20, 40 e 80 mg (C-
AH).L-1, segundo a metodologia descrita por Noelting e Bernfeld, (1948). 
Resumidamente, 2,0 g de tecido foliar foram macerados e em seguida acrescentados 
20 mL de H2O destilada quente. No extrato decantado foram acrescentados 0,5 g de 
carvão ativado e levado para aquecimento da mescla até descoloração, o líquido foi 
filtrado e a quantificação feita por adição do ácido 3,5 dinitrosalicílico (DNS) e a 
leitura feita no espectrofotômetro a um comprimento de onda λ=530 nm. Foi usada 
uma curva padrão com padrões de concentração conhecida de glicose. 
 

5.4.6 Quantificação simultânea de ABA e AIA mediante cromatografia líquida 
de alta resolução (high performance liquid chromatographic- HPLC) 

 Para a quantificação de ABA e AIA nos tecidos radiculares das plantas foi 
utilizada a metodologia proposta por Kelen et al.(2004), com algumas modificações. 
Resumidamente, uma massa de 2,5 g de tecido foram homogeneizadas “over night” a 
4 ºC com metanol (70% v:v) e a fase orgânica roto-evaporada a vácuo. A fase aquosa 
com pH ajustada a 8,5 foi sometida a extrações com Acetato de etilo e a fase orgânica 
roto-evaporada a vácuo. A fase aquosa foi novamente ajustada a pH 2,5 e sometida a 
extrações como Dietil éter e em seguida passado através de sulfato de sódio anidro. A 
fase dietil éter foi roto-evaporada e o resíduo seco que continha os hormônios foi 
redissolvido em metanol e conservados a 4 ºC.A quantificação foi feita em um 
aparelho de HPLC Shimadzu LC-20AT (Bomba 20 ATProminence, Forno CTO-20A, 
injetor manual Rheodyne com loop de 20 µL)  equipado com um detector de arranjo 
de díodos (PDA; SPD-M20A, Shimadzu, Japan) e sistema controlado por computador 
utilizando um programa LCSolution ChemStation da Shimadzu. Utilizou-se uma 
coluna analítica de fase reversa Betasil- Thermo C18 (25 cm x 4,5 mm d.i. x 5 
micrometro de partícula) sendo a temperatura da coluna de 35 ºC. Como fase móvel 
utilizou-se uma mistura de: A: H2O:AcOH (pH=3,9)-57%, B: MeOH:ACN (90:10)-
43%. Os cromatograma foram monitorados a 265 nm e 280 nm para ABA e AIA 
respetivamente, o volume de injeção utilizado foi de 20 µL. A identificação dos 
hormônios nas amostras foi feita mediante comparação dos espectros UV e os tempos 
de retenção com os padrões puros de ABA e AIA. A quantificação foi feita pela 
relação entre a área dos picos no cromatograma e a concentração da curva padrão. 

 

5.4.7 Quantificação e histoquímica das ERO superóxido (O2
.-) e Peróxido de 

Hidrogênio (H2O2) 
5.4.7.1 Histoquímica e quantificação de H2O2 

A histoquímica foi feita segundo a metodologia descrita em Ramel et al. 
(2009). O 3,3 'diaminobenzidina (DAB-D5637, Sigma-Aldrich), foi dissolvido em 
H2O e ajustado a pH 3,8 com KOH. As raízes foram imersas e infiltrados sob vácuo 
com a solução de coloração 1,25 mg. mL-1 de DAB. As raízes coradas foram então 
branqueadas em solução de ácido acético-glicerol-etanol (1:1:3) (v:v:v) em 100 °C 
durante 5 min, e em seguida armazenado em solução de glicerol-etanol (1:4) (v:v), até 
que foram tomadas as fotografias. O H2O2 foi visualizado como uma cor marrom, 
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devido à polimerização do DAB. Quantificação de conteúdo de H2O2 foi determinada 
utilizando o método de Kotchoni et al. (2006). As raízes coloridas com DAB foram 
moídas em N2líquido. O pó resultante foi homogeneizada em 0,2 M (HClO4), e depois 
centrifugada durante 10 min a 12.000 g. A absorbância foi imediatamente lida a λ= 
450 nm e comparado com uma curva padrão contendo quantidades conhecidas de 
H2O2 em 0,2 M (HClO4-DAB). 
 

5.4.7.2 Histoquímica e quantificação de O2
.- 

A histoquímica foi feita segundo a metodologia de Rao e David, (1999) e 
descrita em Ramel et al. (2009). As raízes foram imersas e infiltradas a vácuo em uma 
solução de azul de p-nitro tetrazólio (NBT-N6876, Sigma-Aldrich) a uma 
concentração de 3,5 mg.mL-1 em Tampão de Fosfato: 10 mM e NaN3: 10 mM. Após a 
infiltração, as raízes foram clarificadas em uma solução de ácido acético-Glicerol-
etanol (1:1:3 v:v:v) a 100 ºC durante 5 minutos em banho Maria. As raízes foram 
armazenadas em uma solução glicerol-etanol (1:4 v:v) até que as fotografias foram 
tomadas. As raízes coradas em NBT foram maceradas em N2 líquido. O conteúdo de 
formazano no pó obtido foi solubilizado em KOH/DMSO (1:1,16 v:v), posteriormente 
é centrifugado durante 10 minutos a 12.000 g. No sobrenadante foi lida a absorbância 
λ= 450 nm e determinado mediante curva padrão de NBT em KOH/DMSO. O 
conteúdo de O2

.- é expresso como nmoles de NBT g-1 (massa seca). 
 

5.4.8 Determinação das atividades enzimáticas das POX (EC 1.11.1.7) e SOD 
(EC 1.15.1.1) totais 
O extrato enzimático que permite a determinação das atividades enzimáticas de 

SOD e POX foi obtido a partir da maceração de uma massa igual 0,5 g de tecido 
radicular em N2 líquido. Em seguida foi adicionado um meio de homogeneização 
consistente em: Tampão fosfato de potássio (0,1 M, pH 6,8), EDTA (0,1 mM), 
fluoreto de fenilmetilsulfónico (1 mM) e polivinilpirrolidona (1% p:v). Posteriormente 
este extrato foi filtrado a través em gaze e centrifugado a 12.000 xg durante 15 
minutos a 4 ºC (Peixoto et al., 1999). 

A atividade das POX (EC 1.11.1.7) foi determinada de acordo com a 
metodologia descrita por Kar e Mishra, (1976). Alíquotas de 100 µL do extrato 
enzimático de raízes foram adicionadas a 2,9 mL de uma mistura de reação constituida 
por: Tampão fosfato de potássio (25 mM, pH 6,8), pirogalol (20 mM), e H2O2 (20 
mM). Foi medido o acréscimo da absorbância a 420 nm, 25 ºC, durante o primeiro 
minuto da reação pela produção da purpurogalina. A atividade das POX foi 
determinada de acordo a inclinação da reta após início da reação (0,2-0,4 minutos) e 
utilizado o coeficiente de extinção molar de 2,47 mM-1 cm-1 e o resultado expresso em 
µmol min-1 mg-1 proteina (Chance e Maehley, 1955). 

 Para determinar a atividade da SOD, um volume de 30 µL do extrato 
enzimático radicular foi adicionado a um volume de 3 mL de uma mistura de reação 
composta por: tampão fosfato de sódio (50 mM, pH 7,8), azul de p-nitro tetrazólio 
(NBT) (75µM), metionina (13 mM), e riboflavina (2 µM). A reação foi conduzida em 
uma câmara fechada com iluminação de uma lâmpada de 15 W. Após 15 minutos de 
exposição a iluminação foi interrompida e lida a absorbância a λ=560 nm 
(fotorredução do NBT a formazana azul). Paralelamente, outra reação igual à anterior, 
mas, sem ser submetida a iluminação foi tomada como branco. A quantidade de 
enzima necessária para inibir 50% da fotorredução de NBT foi considerada como uma 
unidade de SOD (Del Longo et al., 1993; Giannopolitis e Reis, 1977, Beauchamp e 
Fridovich, 1971). 



62 

 

 
5.4.9 Atividade enzimática da pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS) e a 

quantificação de prolina 
 Para a determinação da atividade da P5CS foi preparado um extrato enzimático 
mediante a homogeneização de uma massa de 0,5 g de tecido radicular em um tampão 
de Tris-HCl (100 mM), MgCl2 (10 mM), EDTA (1 mM), β-mercaptoetanol (10 mM), 
ditiotreitol (4 mM), fenilmetilsulfonil fluoreto (2 mM) e polivinilpirrolidona (2%). O 
homogenato foi centrifugado a 4 ºC durante 20 minutos a 20.000 xg e o extrato 
guardado para avaliação da atividade enzimática (Chilson et al., 1992). A um volume 
final de 0,5 mL de uma mistura composta por um tampão Tris-HCl (50 mM, pH 7,0), 
L-glutamato (50 mM), MgCl2 (20 mM), Hidroxamato-HCl (100 mM), ATP (10 mM) 
foi adicionado 50 µL do extrato enzimático, a reação foi encubada a 37 ºC durante 15 
minutos. A reação é paralisada pela adição de 1 mL de um tampão consistente em: 
FeCl3 (2,5 g), Ácido tricloroacético (6 g) em um volume de 100 mL de HCl (2,5 M). A 
proteína precipitada durante a reação foi eliminada por centrifugação e no 
sobrenadante foi lida a absorbância em uma λ=535 nm. A atividade é expressa como 
U mg-1 (proteínas). 
  

5.4.10 Quantificação do conteúdo de prolina 
 O conteúdo de Prolina foi avaliado segundo a metodologia de Bates et 
al.(1973). O tecido vegetal foi homogeneizado em ácido Sulfosalicílico (3%, w/v) e 
centrifugado a 14.000 g durante 20 minutos. A seguir foi acrescentada uma mistura de 
reação que contém 2 mL de ácido acético glacial, 2 mL do reagente ninhidrina e 2 mL 
do sobrenadante e mantida em incubação durante 1 hora a 90 ºC. A absorbância foi 
lida na fase de Tolueno em λ=250 nm e o conteúdo determinado na curva usando 
prolina como padrão. 
 

5.4.11 Peroxidação lipídica e teste de permeabilidade de membrana nas raízes 
das plantas de arroz 
O conteúdo de MDA foi obtido pelo método de Dhindsa et al. (1981). Uma 

massa de 0,5 g de tecido vegetal foi homogeneizada em 6 mL (10%) de ácido 
Tricloroacético e centrifugado a 10.000 g durante 15 minutos. 2 mL de ácido 
Tiobarbitúrico foi acrescentado ao sobrenadante  e aquecida a mescla (100 ºC, 20 
minutos) e a seguir rapidamente esfriada e centrifugada a 10.000 g durante 10 
minutos. A absorbância foi lida a 450, 532 e 600 nm e calculada Segundo a fórmula: 
MDA= 6.45×(A532-A600)-0.56×A450. O teste de permeabilidade da membrana foi feito 
empregando a mensuração da condutividade elétrica. Raízes frescas e pesadas foram 
colocadas de forma que permitissem serem cortadas homogeneamente em fragmentos 
de aproximadamente 3 mm. Cada uma das raízes cortadas e pertencentes a cada 
tratamento foi depositada em recipientes separados que continha água deionizada e um 
condutivímetro para leitura da condutividade elétrica. A primeira leitura foi marcada a 
partir do contato inicial do tecido com a água e foram feitas leituras a cada mudança 
da condutividade durante 30 minutos. A condutividade foi expressa como µS cm-1 g-1 

(tecido radicular) (Gui-Lian et al., 2009). 
 

5.4.12 Quantificação de proteínas 
A dosagem do conteúdo de proteínas em todos os experimentos e para fins de 

expressão dos resultados das atividades enzimáticas foi realizado como descrito por 
Bradford (1976), usando albumina de soro bovino como padrão. 
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.5.1 Relação entre a dose dos AH e os efeitos radiculares em plantas de arroz 
5.5.1.1 Comportamento da emissão de raízes laterais, comprimento da raiz 

principal, massa seca das raízes, área das raízes, área radicular específica 
e carboidratos redutores das plantas de arroz 
No estudo da ação das SH em plantas, é imprescindível avaliar a concentração 

ou concentrações que proporcionam a resposta mais promissora. De acordo com a 
complexidade dos AH, já explicada no capítulo anterior, foi estudada uma ampla faixa 
de concentrações de AH e três tempos de exposição diferentes.  

A Figura 25 mostra a emissão de raízes laterais e o comprimento radicular nas 
plantas de arroz a diferentes concentrações de AH. A relação entre a concentração de 
AH e a emissão de raízes responde a um comportamento polinomial de segundo grau 
(R2>0,84). Este comportamento se manteve nos três momentos de avaliação, sendo a 
concentração de 100 mg (C-AH).L-1, a de menores efeitos e a concentração de 40 mg 
(C-AH).L-1 como a de maiores efeitos. O comportamento do comprimento radicular 
também respondeu como uma curva polinomial de segundo grau (R2>0,74) (Figura 
19). De forma semelhante à emissão de raízes secundárias, no comprimento radicular a 
concentração de 100 mg (C-AH).L-1 exerceu os menores efeitos, enquanto que, a 
concentração de 20 mg (C-AH).L-1foi a mais promissora.  
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Figura 25. Número de raízes de laterais e comprimento da raiz principal nas plantas 
de arroz aos 2, 4 e 6 DAT. Barras representam o valor médio ± ES (erro 
padrão) para cinco réplicas, segundo o test de Tukey, (p<0,05). 

 

 De acordo com estes resultados, a aplicação via radicular dos AH isolados de 
VC utilizados neste trabalho, estimulam o crescimento e o número de raízes nas 
plantas de arroz.  Uma concentração radicular de 40 mg (C-AH).L-1 exerce um 
estímulo na emissão de raízes laterais superior a 66% quando comparados ao controle 
e 20 mg (C-AH).L-1, exerce um aumento no crescimento da radícula superior a 26% 
comparado com o controle. Por estes motivos foram selecionados para as avalições 
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seguintes além da concentração de máximo estimulo, a imediatamente inferior (20 mg 
(C-AH).L-1) e a imediatamente superior (80 mg (C-AH).L-1).  
 A Figura 26 mostra a produção de biomassa radicular, o desenvolvimento da 
área radicular e a relação entre elas. No caso da produção de biomassa, as 
concentrações de 20 mg (C-AH).L-1 e 40 mg (C-AH).L-1 de AH exerceram as maiores 
produções com valores superiores a 79% quando comparados com o controle. No caso 
na área radicular, também as concentrações de AH iguais a 20 mg (C-AH).L-1 e 40 mg 
(C-AH).L-1 exerceram efeitos de desenvolvimento radicular superior a 100% quando 
comparados com o controle. Estes resultados mostram que estes tratamentos, resultam 
em aumento da área radicular e da biomassa radicular. Por outro lado, a área 
desenvolvida nas raízes por unidade de massa (ARE) mostra que parece existir, 
embora sem diferenças estatísticas, um efeito estimulador dos AH na multiplicação 
celular radicular.  

sA
H

HA20
HA40

HA80

M
as

sa
 S

ec
a 

(g
)

0,000

0,002

0,004

0,006

0,008

0,010

sA
H

HA20
HA40

HA80

Á
re

a 
R

ad
ic

ul
ar

 (
u.

a)

0

50

100

150

200

250

300

sA
H

HA20
HA40

HA80
0

10000

20000

30000

40000

A
R

E
 (

u.
a/

g)

a
a

b
ab

a

b

b

c

 

Figura 26. Massa seca das raízes, área radicular e área radicular específica das plantas 
de arroz aos 6 DAT. (a...c) Letras diferentes significam diferenças estatísticas 
entre as medias, segundo o test de Tukey, (p<0,05) e gráficos sem letras 
significa ausência de diferencias estatísticas entre os tratamentos. Barras 
representam o valor médio ± ES (erro padrão) para cinco repetições. 

 

 A quantificação dos carboidratos redutores foliares na Figura 27mostra uma 
diminuição do conteúdo destes metabólitos nas plantas tratadas com as três 
concentrações de AH, embora, sem diferenças estatísticas significativas para a 
concentração de 80 mg (C-AH).L-1. Por outro lado, as concentrações de 20 mg (C-
AH).L-1 e 40 mg (C-AH).L-1 que foram as de maiores efeitos na estimulação radicular, 
experimentaram a maior redução do conteúdo de carboidratos redutores. 
  Neste sentido é possível que estes estímulos dos processos de divisão e 
alongamento celular nas raízes das plantas de arroz provocado pela aplicação dos AH, 
tenham demandado um elevado consumo de carboidratos como fonte de energia. É 
conhecido que durante o crescimento radicular, grandes quantidades de carboidratos 
redutores, são transportadas via floema dos órgãos foliares para as raízes, 
especificamente até as zonas apicais onde o crescimento é rápido, estes carboidratos 
servem como fonte de energia para a síntese de outros compostos orgânicos (Taiz e 
Zeiger, 2005). 
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Figura 27. Conteúdo de carboidratos redutores foliares aos 6 DAT. Letras diferentes 
significam diferenças estatísticas entre as medias, segundo o test de Tukey, 
(p<0,05). Barras representam o valor médio ± ES (erro padrão) de cinco 
repetições. 

 
 Uma das questões amplamente discutidas na literatura é precisamente a 
concentração de SH que exerce o efeito mais promissor nas plantas. Além disso, é 
impossível às vezes fazer uma generalização e comparação dos resultados pelo fato da 
variabilidade no modelo experimental utilizado assim como a espécie de planta. Em 
estudos realizados por Haghighi et al. (2012), foi utilizado Alface (Latuca sativa L.) 
como material vegetal e foram aplicadas concentrações de AH iguais a 100 mg (C).L-1 
e 1000 mg (C).L-1, sendo que esta última concentração estimulou nas plantas a síntese 
de proteínas, a atividade da Nitrato redutase, a respiração e a taxa fotossintética 
líquida. Elena et al. (2009), realizaram os estudos dos efeitos da aplicação de AH 
isolados de leonardita em plantas de pepino (Cucumis sativus L.), a faixa de 
concentrações aplicadas esteve entre 2-250 mg (C).L-1. Outros autores estudaram a 
aplicação de AH isolados de turfa no metabolismo de plantas de Brassica napus, a 
concentração utilizada foi de 100 mg (C).L-1 e estimulou a massa seca das raízes em 
88%, assim como também estimulou a expressão de genes relacionados a respostas a 
estresse (Jannin et al., 2012).  
 A redução na concentração de carboidratos redutores ocasionado pelo estímulo 
de processos metabólicos como o ciclo do carbono e nitrogênio quando aplicadas as 
SH em plantas, foi também observada por Muscolo et al. (2007). Estes autores 
estudaram os efeitos de SH isoladas de solos e aplicadas a tecidos de plantas de Pinus 

nigra em concentrações entre 0,1-5,0 mg (C).L-1 e relataram um consumo de glucose e 
frutose. Balmori (2006), trabalhando com o extrato húmico obtido do mesmo VC que 
serviu como fonte de obtenção dos AH no presente trabalho, relatou que em plantas de 
milho (Zea mays), quando aplicados estes extratos húmicos, os carboidratos redutores 
sofreramqueda da concentração devido ao estímulo ocasionado no crescimento 
radicular e biomassa das plantas.  
 
5.5.2 Conteúdos dos fito-hormônios ABA e AIA nas raízes das plantas 
 A ação tipo hormonal “like hormone”- em inglês, e especificamente a ação 
tipo auxina “like auxine”- em inglês, das SH em plantas tem sido amplamente 
relatadas na literatura. No entanto, Muscolo et al. (2013), expõe alguns resultados que 
comprovam que a presença de estruturas auxínicas nas SH não é suficiente para 
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explicar este tipo de efeitos nas plantas. Dobbss et al. (2010), relataram que a ação tipo 
auxina das SH em plantas segue um mecanismo que começa pela exsudação de ácidos 
orgânicos pelas raízes das plantas que, em contato com as SH, libera moléculas 
semelhantes estruturalmente às auxinas da supraestrutura das SH e estas podem ser 
reconhecidas pelos receptores celulares nas plantas. Canellas et al. (2011), reforçam a 
ação tipo auxina das SH mediante um estimulo da atividade DR5::GUS em plantas de 
tomate (Solanum lycopersicum) pela aplicação de AH. 
 Os resultados  da quantificação do fitohormônio AIA nas raízes das plantas de 
arroz são mostrados na Figura 28. Neste trabalho não foram encontrados estímulos na 
biossíntese de AIA nas raízes das plantas tratadas com AH quando comparadas com as 
plantas no tratamento controle. No entanto, estes resultados não significam que não 
possa existir um efeito tipo auxinas dos AH, mas indica que não parece ser uma ação 
exercida através de um estímulo na biossíntese de AIA. Segundo os estímulos 
discutidos dos AH nas plantas de arroz neste trabalho, como são o comprimento 
radicular e a emissão de raízes laterais, efeitos típicos da ação de auxina, é possível 
que este tipo de efeito possa ser exercido mediante um mecanismo semelhante ao 
descrito por Canellas et al. (2011). Porém, nenhum relato na literatura, encontrado até 
o presente, comprova que estruturas carbonadas semelhantes estruturalmente a 
auxinas, são reconhecidas pelos receptores hormonais nas plantas. Neste sentido, é 
possível considerar outros mecanismos como os responsáveis por estes efeitos. 
Schmidt et al. (2007), concluiu que as SH solúveis em meio aquoso, isoladas de turfa, 
não exercem seus efeitos de expansão radicular e aumento da área radicular em plantas 
de Arabidopsis, mediante um efeito tipo auxina.  
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Figura 28. Conteúdos de ABA e AIA nas raízes das plantas de arroz aos 6 DAT. 
Letras diferentes significam diferenças estatísticas entre as médias, segundo o 
test de Tukey, (p<0,05). Barras representam o valor médio ± ES (erro padrão) 
para cinco repetições. 

 

 Os resultados da quantificação de ABA nas raízes são mostrados na Figura 28. 
A aplicação de AH nas concentrações de 20, 40 e 80 mg (C-AH).L-1 estimularam a 
biossíntese de ABA nas plantas com conteúdos superiores e estatisticamente diferentes 
às plantas controle. Este resultado faz então considerar o envolvimento do ABA nos 
processos de ação dos AH em plantas.  Embora estes resultados não sejam inéditos na 
literatura, os estudos sobre a ação dos AH na biossíntese de ABA em plantas não são 
muito abundantes. Mora et al. (2010), encontraram que em plantas de Cucumis sativa 
L, tratadas com 100 mg (C).L-1 de AH, houve após 72 horas, um aumento no conteúdo 
de ABA radicular. 
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 O aumento de ABA nas raízes das plantas pela ação de AH abre portas para 
novas interpretações dos modos de ação das SH. Isto porque o ABA é reconhecido 
comohormônio que media processos de sinalização dos mecanismos antiestresse em 
plantas. Processos como a regulação REDOX e a produção de espécies reativas de 
oxigênio (ERO) estão envolvidos nos processos de sinalização via ABA e através dos 
canais de Ca2+, assim, as CDPKs estão também relacionadas com a transdução de 
sinais mediada por ABA (Popko et al., 2010). Neste sentido, já se tem evidências que 
a aplicação de AH em plantas de milho (Zea mays) pode estimular a produção de ERO 
e a atividade de enzimas catalase (Cordeiro et al., 2011). O ABA pode induzir a 
produção de ERO mediante as NADPH oxidases localizadas na membrana, o que 
provoca um influxo de Ca2+ nas células (Hirayama e Shinozaki, 2007).   
 Outra questão importante é o balanço hormonal entre ABA e AIA nas raízes 
das plantas, diante as evidências do estímulo na produção de raízes pela ação dos AH. 
Na atualidade não se tem fortes evidências da participação direta do ABA no 
crescimento das raízes laterais, mas é sugerido que a relação entre ABA e AIA durante 
o crescimento das raízes laterais é uma função repressora por parte do ABA e 
promotora por parte do AIA. Também é sugerido que o ABA funcione como um 
controlador da multiplicação celular meristemática, iniciada por AIA durante o 
crescimento das raízes, fundamentalmente no primórdio (Smet et al., 2006).  
 Esta interpretação do modo de ação das SH em plantas é inédita, ao menos a 
interpretação que avalia o balanço hormonal como uma ação via ERO para o 
crescimento radicular nas plantas. Alguns componentes do metabolismo antioxidativo 
serão avaliados com o objetivo de esclarecer a possível participação de ERO nos 
mecanismos de ação dos AH em plantas de arroz. 
 
5.5.3 Quantificação e histoquímica das ERO superóxido (O2

.-), Peróxido de 
Hidrogênio (H2O2) e atividade enzimática das peroxidases (POX, EC: 
1.11.1.7) totais e Superoxido dismutase (SOD, EC: 1.15.1.1) 

 A Tabela 8 mostra os conteúdos radiculares de ERO e a atividade enzimática 
de enzimas do metabolismo antioxidativo. Os resultados mostram um aumento na 
produção radicular de ânions O2

.- dependente da concentração de AH aplicada. Igual 
comportamento teve a produção radicular de H2O2 também dependente da 
concentração de AH aplicada. No caso das atividades enzimáticas radiculares de SOD 
e POX, também houve um aumento dependente da concentração de AH.  
 

Tabela 8. Conteúdos das ERO O2
.- e H2O2; atividade enzimática SOD e POX nas 

raízes de plantas de arroz aos 6 DAT. Letras diferentes significam diferencias 
estatísticas entre as medias, segundo o test de Tukey, (p<0,05). Barras 
representam o valor médio ± ES (erro padrão) para cinco repetições. 

 Conteúdos de metabólitos de ERO  Atividades enzimáticas  
O2

.- H2O2  SOD POX 
sAH 0,0843±0,023b 0,061±0,010

b  2,68±0,341
b 14,57±6,341

c 

AH20 0,1206±0,028a 0,075±0,021
ab  5,89±0,891

a 20,19±5,891
b 

AH40 0,1244±0,038a 0,090±0,012
a  7,25±0,812

a 24,05±9,812
b 

AH80 0,1287±0,040a 0,094±0,019
a  7,14±1,012

a 31,35±4,012
a 

O2
.-: nmol (NBT).g-1 massa fresca; H2O2: µmol. g-1 massa fresca 

SOD: unidades.mg-1 (proteínas); POX:µmol.min-1.mg-1 (proteínas) 
 

 Estes resultados indicam que a aplicação de AH em plantas de arroz estimula o 
funcionamento dos mecanismos antioxidativos. Não são abundantes os trabalhos 
publicados na literatura que estudem a ação das SH nos mecanismos antioxidativo. No 
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entanto, as preocupações por estes modos de ação das SH começarampelos estudos de 
Vaughan e Ord (1982), onde relataram um estímulo da produção in vitro de ânions O2

. 

– através do sistema xanthine/xanthine-oxidase por SH isoladas de solo em suas 
frações (AH, ácidos fúlvicos e frações solúveis em água). Os autores comprovaram 
que os AH exerceram o maior estimulo na produção de O2

. – quando comparado com o 
resto das frações.  
 As técnicas histoquímicas realizadas nas raízes das plantas detectaram e 
confirmaram a presença destas ERO (Figura 29). Segundo a informação visual que 
permite a técnica, foi possível detectar uma maior presença de O2

. – nas regiões 
radiculares onde predominam os processos de alongamento celular para as três 
concentrações de AH aplicadas, sendo que, para a concentração de 80 mg (C-AH) .L-1, 
também foi visualizado O2

. – na região meristemática. No caso do H2O2 houve uma 
detecção desta ERO em toda a extensão da raiz. 
 

------------------ O2
.----------------- 

 
                                sAH     AH20  AH40  AH80     

 
---------------- H2O2----------------- 

Figura 29. Detecção histoquímica in vivo das ERO O2
.- e H2O2 nas raízes das plantas 

de arroz aos 6 DAT. Barra 1 mm. 
 
 Como não foi possível encontrar na literatura até o presente, relatos deste tipo 
de resultados, com nível de profundidade sobre o funcionamento do sistema oxidativo 
em plantas tratadas com SH, as explicações para essas respostas serão interpretadas a 
partir dos estudos mais atuais sobre as funções das ERO em plantas, assim como a sua 
relação com o proposto até o presente nos modos de ação das SH. A primeira questão 
é que as ERO, que foram incialmente reconhecidas nas plantas como espécies 
químicas tóxicas produzidas a partir do metabolismo aeróbico (Mittler et al., 2011), 
atualmente se conhece que também desempenham funções como moléculas 
sinalizadoras (Miller et al., 2010). 
 Embora seja conhecido o papel das auxinas na regulação do crescimento e 
desenvolvimento radicular e por este motivo se relacione a ação das SH com um efeito 
mimético com as auxinas nas plantas, também a regulação redox tem um papel 
importante. A formação e preservação dos meristemas apicais radiculares dependem 
da homeostase das ERO nos tecidos vegetais. A regulação redox pode controlar 
processos bioquímicos ao longo da raiz e inclusive, regular a atividade das auxinas no 
crescimento radicular (De Tullio et al., 2010). Estudos de transcriptoma em plantas de 
Arabidopsis mostraram que a sinalização e homeostase das auxinas são modificadas 
pelas ERO no aploplasto. As ERO no apoplasto podem regular os transcritos de 
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receptores auxínicos e repressores transcricionais auxina/ácido 3-indol acético 
(Aux/IAA) mediante mecanismos ainda desconhecidos (Blomster et al., 2011).  
 Neste sentido, é conhecido que os ânions O2

. – que se produzem no exterior das 
células podem ser transformados para H2O2 e radicais OH.-. O H2O2, por exemplo, é 
capaz de atravessar a membrana e ser acumuladono interior da célula. Mediante 
mecanismos que ainda se desconhece, o H2O2 estimula os canais de Ca2+ intra ou 
extracelularmente, aumentado o Ca2+ no citosol e conduzindo a estímulos das NADPH 
oxidase e das MPK3 (Demidchik et al., 2009). Esse tipo de respostas é encontrado na 
região de alongamento e na epiderme matura das raízes (como visualizado neste 
trabalho nas técnicas histoquímicas), elevadas concentrações de H2O2 no apoplasto e 
no citosol respetivamente, poderiam ativar os canais de Ca2+ mediante 
hiperpolarização da membrana (Demidchik et al., 2007). Isto pode explicar, por 
exemplo, porque durante o crescimento do coleóptilo de plantas de milho (Zea mays 

L) são liberadas ERO nas paredes celulares, especificamente o OH- que se forma a 
partir do O2

. – na parede celular, pode causar incrementos na extensibilidade da parede 
e substituir as auxinas na indução do crescimento (Schopfer et al., 2002). 
 Estas evidências poderiam justificar como uma ação dos AH nas plantas de 
arroz poderia acorrer através da produção de ERO e os mecanismos antioxidativos. O 
uso de ERO nos mecanismos de sinalização celular no crescimento radicular é 
eficienteem plantas porque existe uma rede de enzimas localizadas em quase todos os 
compartimentos celulares que permitem seu o controle (Suzuki et al., 2012). Duas 
destas enzimas que participam no controle foram avaliadas neste trabalho, a SOD que 
dismuta o O2

. – até H2O2 e as POX que transformam o H2O2 até H2Oe O2 (Gill e 
Tuteja, 2010). O estimulo destas enzimas pela aplicação de AH indica que os sistemas 
de limpeza e controle das ERO estão funcionando. 
 
5.5.4 Avaliação da permeabilidade da membrana e peroxidação lipídica nas 

raízes das plantas de arroz 
 Um fato importante a ser considerado na produção de ERO estimulada pela 
aplicação de SH nas raízes é se estes níveis podem afetar a homeostase Redox nas 
células ao ponto de causar danos na integridade celular. Uma das formas de avaliar os 
danos causados pelas ERO é através da peroxidação dos lipídeos de membrana. Este 
processo de peroxidação da membrana causa danos na funcionalidade das células e o 
processo se agrava a medida que níveis de ERO se elevam. Durante a peroxidação, são 
formadas entre outras substâncias as MDA, as que podem ser quantificadas e são um 
indicador do nível de peroxidação que acontece em um tecido específico (Montillet 
etal., 2005).  
 A Figura 30 mostra os níveis de MDA detectado nos tecidos radiculares das 
plantas de arroz sometidas às aplicações de AH. Os níveis de MDA mostraram 
aumentos nas raízes das plantas sometidas a 20 e 80 mg (C-AH) .L-1, enquanto que 
para 40 mg (C-AH) .L-1 os níveis foram mais semelhantes às plantas em tratamento 
controle. Embora possam ser visíveis os níveis aumentados de MDA nos tratamentos 
mais diluídos e nos mais concentrados, estes não apresentaram diferenças estatísticas 
quando comparado com o controle. 
 



 

Figura 30. Níveis de MDA como indicador da peroxidação lipídica e ensaios de 
estabilidade da membrana como indicador de permeabilidade nas raízes das 
plantas de arroz. Barras representam o valor médio ± ES (erro padrão) para 
cinco repetições
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pelos AH nas plantas. É sabido que estes processos de peroxidação nas plantas pode 
também acontecer naturalmente e o seu controle eficiente beneficia à planta. Uma 
peroxidação controlada na membrana lipídica das plantas pode diminuir a rigidez e 
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propiciando também 
de passo de canais iônicos entre outros (Gill e Tuteja, 2010). Estes processos em nível 
de membrana e sua relação com as ERO já foram discutidas no item anterior.

Níveis de MDA como indicador da peroxidação lipídica e ensaios de 
estabilidade da membrana como indicador de permeabilidade nas raízes das 
plantas de arroz. Barras representam o valor médio ± ES (erro padrão) para 

repetições. 

mbora aumente a produção de ERO, como detectado
trabalho, e conhecendo que estas espécies (O2

. – e H2O2) são iniciantes da peroxidação 
lipídica, este níveis não parecem exercer danos na funcionalidade células
concentrações de AH estimulam o crescimento e numero de raízes, assim como a 
massa e a área radicular. Contrário à possibilidade existente de danos por peroxidação 
lipídica, é possível associar estes níveis de MDA com os efeitos positivos exercidos 

los AH nas plantas. É sabido que estes processos de peroxidação nas plantas pode 
também acontecer naturalmente e o seu controle eficiente beneficia à planta. Uma 
peroxidação controlada na membrana lipídica das plantas pode diminuir a rigidez e 

fluidez, isto aumenta a possibilidade de troca entre camadas dos 
fosfolipídios aumentando a permeabilidade, como consequência, aumenta o influxo de 
substâncias que naturalmente encontram resistência para penetrar 
propiciando também processos de inativação de receptores e aumentar a possibilidade 
de passo de canais iônicos entre outros (Gill e Tuteja, 2010). Estes processos em nível 
de membrana e sua relação com as ERO já foram discutidas no item anterior.

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

0,14

0,16

0,18

0,2

sAH AH20 AH40 AH80

µ
g 

(M
D

A
).

g-1
(m

as
sa

 f
re

sc
a)

0,21

0,212

0,214

0,216

0,218

0,22

0,222

0,224

0,226

0,228

0 5 10 15 20 25 30 35

S.
cm

-1
.g

-1
(t

ec
id

o 
ra

di
cu

la
r 

fr
es

co
)

Tempo (minutos)

sAH
AH20
AH40
AH80

70 

 
Níveis de MDA como indicador da peroxidação lipídica e ensaios de 

estabilidade da membrana como indicador de permeabilidade nas raízes das 
plantas de arroz. Barras representam o valor médio ± ES (erro padrão) para 

o e quantificado neste 
) são iniciantes da peroxidação 

lipídica, este níveis não parecem exercer danos na funcionalidade células. Estas 
concentrações de AH estimulam o crescimento e numero de raízes, assim como a 
massa e a área radicular. Contrário à possibilidade existente de danos por peroxidação 
lipídica, é possível associar estes níveis de MDA com os efeitos positivos exercidos 

los AH nas plantas. É sabido que estes processos de peroxidação nas plantas pode 
também acontecer naturalmente e o seu controle eficiente beneficia à planta. Uma 
peroxidação controlada na membrana lipídica das plantas pode diminuir a rigidez e 

fluidez, isto aumenta a possibilidade de troca entre camadas dos 
fosfolipídios aumentando a permeabilidade, como consequência, aumenta o influxo de 
substâncias que naturalmente encontram resistência para penetrar na célula, 

aumentar a possibilidade 
de passo de canais iônicos entre outros (Gill e Tuteja, 2010). Estes processos em nível 
de membrana e sua relação com as ERO já foram discutidas no item anterior. 

Tempo (minutos)



71 

 

 O teste da permeabilidade de membrana mostrado na Figura 30 reafirma o 
discutido até aqui. Os resultados do teste mostram que nas raízes das plantas tratadas 
com as três concentrações de AH existe um aumento da saída de eletrólitos, superior 
ao mostrado pelas raízes das plantas no tratamento controle. Os resultados indicam um 
efeito dos AH na permeabilidade das membranas de células da raiz e estes efeitos 
parecem acontecer a partir da geração de ERO nas plantas e a regulação da 
homeostase Redox na planta. 
 
5.5.5 Atividade enzimática da P5CS e a quantificação de prolina 
 Além do funcionamento dos mecanismos antioxidativos nas plantas diante uma 
condição de estresse, existem outros que produzem metabólitos que contribuem para o 
controle das ERO e para manter a homeostase redox nos tecidos vegetais. Um 
exemplo destes metabólitos é a prolina, que se acumula em plantas em condições de 
estresse, apresentando funções como controladores das ERO e especificamente como 
supressores dos singletos de oxigênio. A síntese de prolina é iniciada usando 
glutamato como substrato pela enzima pirrolina-5-carboxilato sintase (P5CS) 
(Szabados e Savoure, 2009).  
 A atividade da enzima P5CS e o conteúdo de prolina nas raízes das plantas de 
arroz são mostrados na Figura 31. Houve estímulo da atividade P5CS nas raízes das 
plantas tratadas com as três concentrações de AH. Um comportamento semelhante 
teve o conteúdo de prolina. Tanto para a atividade da P5CS quanto para o conteúdo de 
prolina, o aumento teve uma relação positiva com o aumento da concentração de AH. 
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Figura 31. Atividade da enzima P5CS e conteúdo de prolina nas raízes das plantas de 
arroz aos 6 DAT. Letras diferentes significam diferencias estatísticas entre as 
médias, segundo o test de Tukey, (p<0,05). Barras representam o valor médio ± 
ES (erro padrão) para cinco repetições. 

 

 O comportamento das enzimas da síntese de prolina quando aplicados AH nas 
plantas não tem sido estudado até o presente. Um aumento no conteúdo de prolina 
pode também vir a contribuir com o controle das ERO produzidas nas raízes. O maior 
conteúdo de prolina foi encontrado nas raízes das plantas onde foi aplicada a maior 
concentração de AH, também coincidente com o tratamento que provocou os maiores 
conteúdos de ERO. Estes resultados foram também relatados por autores como Anjum 
et al. (2011), que encontraram que ácidos fúlvicos aplicados por aplicação foliar em 
milho (Zea mays) estimularam as atividades das enzimas do sistema antioxidativo e o 
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acúmulo de prolina, propiciando uma maior proteção das plantas frente às condições 
de estresse hídrico. AH aplicados a plantas de feijão (Phaseolus vulgaris) em 
condições de estresse salino, também mostraram induzir efeitos protetores mediante o 
aumento do conteúdo de prolina melhorando a assimilação de nutrientes como Fósforo 
e Nitrogênio (Aydin et al., 2012). 

Vários processos metabólicos de defesas estimulados pelos AH podem ser 
reguladosde forma parcialmente semelhantes. A própria percepção de estresse 
desencadeia a síntese de ERO. O H2O2 induze à biosintese de ABA e aumenta a 
atividade das POX, que tem como função, catalisar a redução do H2O2 até H2O. As 
POX podem também oxidar hormônios do crescimento como as auxinas (Passardi et 
al., 2004; Dunand et al., 2006). Os aumentos nos conteúdos de ABA como os 
encontrados neste trabalho, podem induzir o acúmulo de prolina mediante indução da 
P5CS1, como reportado também para A. Talhiana (Strizhov et al., 1997; Savoure et 
al., 1997; Abraham et al., 2003). Essa análise pode começar pelo fato de não ter-se 
obtido produção de MDA nas células mesmo havendo uma produção de H2O2 o que 
provoca peroxidação de lipídeos de membrana. Os níveis de H2O2 podem ser 
controlados pela prolina que apresenta uma forte atividade antioxidante (Matysik et 
al., 2002) assim como também pelas POX.  

Uma nova homeostase redox após a percepção do estresse pode ter como 
resultado final o aumento da emissão de raízes e do número de raízes totais. Um dos 
responsáveis por este tipo de efeitos pode ser o H2O2, já que essa ERO tem um papel 
fundamental nos mecanismos de sinalização celular e molecular. O H2O2 tem a 
vantagem de atravessar as membranas passivamente mediante canais de água e há 
relatos que essa sinalização entre células por meio das ERO pode ser de até 8,4 
cm/min (Mittler et al., 2011). Outros trabalhos mostram que H2O2 exerce efeitos sobre 
o desenvolvimento dos pelos radiculares nas raízes das plantas (Pitzschke et al., 2006). 
 
5.5.6 Experimentos da ação dos AH em plantas de arroz em condições de 

estresse hídrico induzido com PEG 
5.5.6.1 Crescimento radicular das plantas de arroz submetidas a estresse hídrico e 

com aplicação de AH 
 A Figura 32 mostra o NRL das plantas de arroz em condições de estresse e 
com aplicação da dose de maiores efeitos (40 mg C-AH.L-1). A indução de estresse 
nas plantas de arroz provocou um aumento do NRL nos dois primeiros dias de 
avaliação, ocorrendo uma posterior diminuição aos quatro dias de avaliação e um 
retardo da emissão de raízes laterais aos seis dias quando comparado às plantas no 
tratamento controle. Este comportamento na emissão de raízes nas plantas tratadas 
com PEG-6000 (20%) é um indicativo que uma condição de estresse, no caso hídrico, 
pode alterar o desenvolvimento e crescimento das raízes nas plantas de arroz. A 
incorporação de AH na concentração de 40 mg C-AH.L-1 a plantas em condições de 
estresse hídrico (+AH+PEG), permitiu uma continuidade da emissão de raízes laterais, 
com um maior número de raízes emitidas nas plantas que receberam os AH quando 
comparadas às plantas que continuaram estressadas no tratamento com PEG e 
inclusive, levemente superior às plantas do tratamento controle, mas inferior às plantas 
tratadas com somente com AH (Figura 32). 
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Figura 32. Número de raízes de laterais nas plantas de arroz aos 2, 4 e 6 DAT. Barras 
representam o valor médio ± ES (erro padrão) para cinco repetições, segundo o 
test de Tukey, (p<0,05). 

 
 Estes resultados são evidências de uma ação protetora antiestresse do AH em 
plantas de arroz. Na literatura existem poucos estudos que demostrem os mecanismos 
pelos quais as SH exercem uma ação protetora em plantas sob estresse. No entanto, é 
conhecido que o estresse hídrico causa aumentos na produção de ERO nos tecidos 
vegetais, provocando peroxidação de lipídeos de membrana, afetando sua 
funcionalidade e desenvolvimento (Jaleel et al., 2009; Sharma et al., 2012; Aroca et 
al., 2012). O retardo observado na emissão de raízes das plantas estressadas neste 
experimento pode ser produto da ação deste mecanismo afetando o desenvolvimento 
radicular e a aplicação dos AH, pode ter resultado no aumento da eficiência do 
mecanismo de controle destas ERO. 
 
5.5.7 Quantificação e histoquímica das ERO superóxido (O2

.-), Peróxido de 
Hidrogênio (H2O2) e atividade enzimática das peroxidases (POX, EC: 
1.11.1.7) totais e Superoxido dismutase (SOD, EC: 1.15.1.1) 

 De forma semelhante ao experimento anterior, neste experimento foram 
também avaliadas as espécies O2

.- e H2O2 além da atividade SOD e POX (Tabela 9). 
Como esperado, nas raízes das plantas estressadas com PEG-6000 e sem AH foram 
quantificados os maiores conteúdos das ERO O2

.- e H2O2 quando comparados com o 
resto dos tratamentos, assim como as menores atividades SOD e POX. Nas plantas 
neste tratamento, as atividades de SOD e POX foram superiores ao tratamento 
controle, mas inferiores às plantas em estresse e com AH, e inclusive, superiores às 
plantas tratadas somente com AH. 
 Foi observado um aumento das atividades SOD e POX em plantas estressadas 
e que receberam os AH, isto produz uma diminuição de ERO nas raízes das plantas 
neste tratamento, o que pode ser interpretado como uma ação protetora. O 
funcionamento deste mecanismo nas plantas tratadas só com AH40, faz entender que 
os AH podem exercer efeitos de aumentos na eficiência do funcionamento do 
mecanismo antioxidativo e ou um aumento da atividade destas enzimas. 
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Tabela 9. Conteúdos das ERO O2
.- e H2O2; atividade enzimática SOD e POX nas 

raízes de plantas de arroz aos 6 DAT. Letras diferentes significam diferenças 
estatísticas entre as medias, segundo o test de Tukey, (p<0,05). Barras 
representam o valor médio ± ES (erro padrão) para cinco repetições. 

 Conteúdos de metabólitos de ERO  Atividades enzimáticas  
O2

.- H2O2  SOD POX 
sAH 0,093±0,033

c 0,064±0,021
c  2,986±0,541

c 13,019±1,341
c 

AH40 0,130±0,038
b 0,074±0,020

b  7,071±0,712
a 21,467±1,891

a 

+AH40+PEG 0,122±0,048
bc 0,080±0,015

b  6,615±0,912
a 23,209±1,112

a 

-AH40+PEG 0,199±0,010
a 0,105±0,011

a  5,053±0,512
b 17,652±0,952

b 

O2
.-: nmol (NBT).g-1 massa fresca; H2O2: µmol. g-1 massa fresca 

SOD:unidades.mg-1 (proteínas); POX:µmol.min-1.mg-1 (proteínas) 
 

 A Figura 33 mostra a presença in-vivodas ERO nas raízes das plantas. É 
possível visualizar um elevado conteúdo das ERO nas raízes das plantas submetidas a 
estresse hídrico com PEG-6000, como confirmado na quantificação. Nas raízes das 
plantas em estresse e que receberam os AH se visualiza uma diminuição da presença 
das ERO quando comparada com as raízes das plantas estressadas. Em todos os 
tratamentos se visualiza presença de ERO comparada com o tratamento controle. 

------------------ O2
.- ---------------- 
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Figura 33. Detecção histoquímica in vivo das ERO O2
.- e H2O2 nas raízes das plantas 

de arroz aos 6 DAT. Barra 1 mm. 

O efeito protetor dos AH em plantas e seus mecanismos de funcionamento não 
tem sido estudado em profundidade até o presente. No entanto, em estudos com 
plantas infestadas de nematoides (Meloidogyne incognita e Rotylenchulus reniformis), 
as que receberam aplicações de AH, foi mostrada que houve uma melhora do 
rendimento através de um aumento do conteúdo de compostos antioxidantes e da 
atividade de enzimas do metabolismo antioxidativo como SOD, APX e CAT (Kesba e 
El-Beltagi, 2012). Outros estudos têm relatado que bioestimulantes baseados em AH e 
aplicados a plantas de milho e feijão regularam a atividade das SOD e APX 
(Vasconcelos et al., 2009). 
 
5.5.8 Teste de permeabilidade de membrana e peroxidação lipídica de 

membrana nas raízes das plantas de arroz 
 Os conteúdos de MDA, que são indicadores da peroxidação lipídica, 
mostraram-se elevados nas raízes das plantas submetidas a estresse hídrico e superior 
aos demais tratamentos. As raízes das plantas em estresse e que receberam os AH, 
mostraram conteúdos de MDA semelhantes aos das plantas tratadas somente com AH 
(AH40) e ao controle. Estes resultados indicam eficiência no funcionamento do 



 

mecanismo antioxidativo de respostas nas plantas estressadas e que receberam os AH, 
evitando a peroxidação lipídica como ocorrida nas plantas 
 

Figura 34. Níveis de MDA como indicador da peroxidação lipídica e ensaios de 
estabilidade da membrana como indicador de permeabilidade nas raízes das 
plantas de arroz. Barras representam o valor médio ± ES (erro padrão) para 
cinco repetições
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mecanismo antioxidativo de respostas nas plantas estressadas e que receberam os AH, 
estressadas (Figura 34). 
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Estes resultados constituem 
também uma evidência da eficiência dos mecanismos de proteção nas plantas tratadas 
com AH e vem reafirmando o observado na emissão de raízes. Desta forma, pode ser 
interpretado que uma emissão de raízes nas plantas submetidas a estresse e com AH, 
superior às plantas estressadas é o resultado da ação dos AH, onde, os aumentos nas 
atividades das enzimas antioxidantes provocam maior controle da concentração das 
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espécies ERO (homeostase redox), evitando a peroxidação lipídica e protegendo a 
integridade funcional das membranas celulares.  
 Estes resultados são ainda mais importantes porque a regulação redox nas 
células vegetais constitui um processo chave para a manutenção funcional da planta. É 
conhecido que um desbalanço redox peloacúmulo de ERO nas plantas provoca além 
da peroxidação de lipídeos, a desnaturalização de DNA, proteínas e oxidação de 
organelas de forma geral (Suzuki et al., 2012). 
 
5.5.9 Quantificação de ABA e prolina 
 A Figura 35mostrao conteúdo de ABA nas raízes das plantas. Como era 
esperado, nas raízes das plantas em condições de estresse houve um acúmulo de ABA, 
o que também pode confirmar a condição de estresse nas plantas, pois é conhecido que 
um aumento da biossíntese de ABA acontece em plantas quando submetidos a 
diferentes estresses abióticos, entre eles o hídrico (Popko et al., 2010). 
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Figura 35. Conteúdos de ABA e prolina nas raízes das plantas de arroz aos 6 DAT. 
Letras diferentes significam diferenças estatísticas entre as medias, segundo o 
test de Tukey, (p<0,05). Barras representam o valor médio ± ES (erro padrão) 
para cinco repetições. 

Neste experimento não foram obtidos níveis de ABA elevados nas plantas 
sometidas a estresse e com AH, no entanto, nas plantas onde foi aplicado somente AH, 
foi confirmado mais uma vez um aumento na biossíntese de ABA. Diante este 
resultado é possível verificar que a aplicação de AH em plantas submetidas a estresse 
hídrico provoca uma diminuição ou inibição na biossíntese de ABA. Em termos de 
compostos indicadores de uma condição de estresse, estes resultados poderiam ser 
interpretados como outra evidencia de um efeito protetor dos AH em plantas estressas. 
A ausência de um aumento na biossíntese de ABA pode ser devido a uma 
reestruturação da homeostase redox nas plantas antes do momento de avaliação, onde 
os mecanismos de sinalização pelo ABA podem ter-se iniciado com anterioridade a 
este momento e induzidos pelo próprio aumento de compostos como o H2O2. 

É possível encontrar evidências que reafirmam esta ação antiestresse nas 
plantas, indicado pela ausência de um elevado conteúdo de prolina nas raízes de 
plantas em estresse e tratadas com AH (Figura 35). Desta forma, é possível que um 
eficiente controle redox nas plantas antes da avaliação pode ter feito desnecessária a 
biossíntese de prolina. 
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5.6 CONCLUSÕES 

 Os AH isolados do VC de esterco bovino, mostraram aumentar a emissão de 
raízes laterais e o comprimento radicular em plantas de arroz. Os efeitos foram mais 
intensos nas concentrações de 40 mg (C-AH).L-1 e 20 mg (C-AH).L-1. A área radicular 
específica se mostrou mais favorecida para os processos de alongamento que para os 
de multiplicação de células radiculares e isto acontece através de um consumo de 
energia proveniente dos carboidratos redutores foliares. 

 Os AH mostraram exercer uma regulação da homeostase redox, estimulando a 
produção de ERO e controlando seus níveis por meio do estímulo da atividade das 
enzimas do metabolismo antioxidativo (SOD e POX). Esta via de ação parece utilizar 
além dos mecanismos de sinalização das próprias ERO, as vias de sinalização do ABA 
e não através de uma ação que provoque aumentos da biossíntese de AIA endógeno. 

 Nas plantas em estresse hídrico induzido por PEG-6000 foram afetados 
negativamente os processos de emissão de raízes laterais, no entanto, quando as 
plantas receberam como tratamento os AH, houve uma preservação dos processos de 
crescimento e desenvolvimento radicular, comprovados mediante uma emissão de 
raízes laterais superiores ao tratamento controle sem AH. A ação protetora dos AH 
favorece uma maior eficiência no controle das ERO mediante o funcionamento 
acelerado das enzimas do metabolismo antioxidativo, preservando a integridade da 
membrana celular radicular mediante a inibição da peroxidação lipídica.  
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6 CAPÍTULO IV 

 

 

AÇÃO DOS AH NO METABOLISMO ANTIOXIDATIVO DE 
PLANTAS DE ARROZ ADULTAS COM E SEM ESTRESSE 

HÍDRICO. INTERAÇÃO DOS AH COM O SISTEMA 
RADICULAR DAS PLANTAS. 
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6.1 RESUMO 

Atualmente existem diferentes teorias para explicar os efeitos das SH nas plantas, 
sendo a relação entre a estrutura e a atividade biológica o ponto em comum para estes 
estudos. A relação existente entre os AH e a geração de ERO é fundamental para o 
entendimento dos modos de ação dos AH, isto porque as ERO participam na maioria 
dos processos bioquímicos existentes nas plantas. As aquoporinas, especificamente as 
TIPs, apresentam um papel importante por serem responsáveis no fluxo de água e 
regulação do H2O2 intracelular. Não existem hoje estudos na literatura sobre os efeitos 
dos AH em plantas através do metabolismo antioxidativo, iniciado pela interação AH-
raíz e chegando até a expressão de aquaporinas do tonoplasto. Este capítulo teve como 
objetivo: (i) caracterizar a interação entre os AH e as raízes de plantas adultas, (ii) 
avaliar a percepção desta interação através do metabolismo de defesa antioxidativo e 
as aquoporinas do tonoplasto e sua ação protetora em plantas adultas em condições de 
estresse hídrico. Os AH isolados do VC de esterco bovino, estimularam os sistemas de 
defesa antioxidativo e mostraram efeitos protetores em plantas sometidas a estresse 
hídrico também em plantas adultas. Neste capítulo se comprovou que existem 
interações entre os AH e o sistema radicular das plantas e que as frações de AH que 
interagem com as raízes são menos complexas estruturalmente que os AH 
adicionados, tanto em condições normais de crescimento quanto em condições de 
estresse. De forma geral, a espectroscopia demonstrou que nos AH aglomerados nas 
raízes predominam estruturas alquílicas e alquílicas oxigenadas (0-110 ppm), 
carboxílicas (156-186 ppm) e carbonílicas (186-230 ppm) e apresentam diminuição de 
estruturas arílicas (110-142 ppm) e O-arílicas (142-156ppm). As diferentes 
concentrações dos AH mostraram exercer efeitos na atividade de algumas das enzimas 
(POX e SOD) do sistema de defesa antioxidativo, controlando os conteúdos de ERO e 
os efeitos na peroxidação de lipídeos. Nos modos de ação dos AH, se encontram 
também envolvidas as aquoporinas do tonoplasto. Nas plantas de arroz em estresse 
hídrico, a aplicação radicular de diferentes concentrações de AH manteve baixa a 
atividade das POX e os níveis de H2O2 quando comparados com os níveis encontrados 
nas plantas estressadas e sem AH. Nas raízes os tratamentos de AH a 40 e 80 mg C L-1 
não mostraram diminuição dos níveis de H2O2, porém, a peroxidação de lipídeos em 
folhas e raízes foi menor nos três tratamentos de AH quando comparados às plantas 
estressadas e sem AH. A adição de AH em plantas submetidas ao estresse hídrico, 
reestabelece os níveis de ABA de plantas não submetidas ao estresse hídrico, 
indicando um alívio do estresse pelo AH por vias independentes de ABA, assim como 
reduz os níveis de expressão das OsTIPs em folhas e raízes na concentração de 80 mg 
L-1 de C. Estes efeitos parecem ser iniciados através de fenômenos de interações 
químicas e físicas entre os AH e o sistema radicular nas plantas. 
 
Palavras-chave: Aquoporinas. Estresse hídrico. CP-MAS 13C RMN. ERO. 
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6.2 ABSTRACT 

Currently there are different theories to explain the effects of HS plants and the 
relationship between the structure and biological activity. The relationship between the 
HA and the generation of ROS is essential for understanding the modes of action of 
HA as ROS is involved in most biochemical processes in plants. The aquoporins 
specifically the TIPs, have an important role being responsible for the flow of water 
and regulation of intracellular H2O2. This chapter aimed to (i) characterize the 
interaction between HA and the roots of mature plants, (ii) assess the perception of 
this interaction through metabolism and antioxidative defense aquoporins, the 
tonoplast and its protective action in plants grown under conditions of water stress. 
The HA isolated from the VC stimulated the antioxidant defense systems and showed 
protective effects in plants to water stress. This chapter has shown that there are 
interactions between the AH and the rice root system and that the fractions of HA that 
interact with the roots are less structurally complex than HA, both in normal and in 
stress conditions. Spectroscopy showed that at HA cluster structures found at root 
surface predominate oxygen alkyl and alkyl (0-110 ppm) , carboxylic (156-186 ppm) 
and carbonyl ( 186-230 ppm) and exhibit decreased aryl structures (110-142 ppm ) and 
O-aryl ( 142-156ppm ). The different concentrations of HA exert effects on activity of 
some enzymes (SOD and POX) of the antioxidative defense system controlling the 
contents of ROS and effects on lipid peroxidation. Modes of action of AH are also 
involved in the aquoporins from tonoplast. In the rice plants under water stress HA 
activity remained even at low levels of POX and H2O2 as compared to the levels found 
in stressed plants without AH. Treatments with HA 40 and 80 mg C L-1 did not show 
decreased levels of H2O2, however, lipid peroxidation in leaves and roots was lower in 
all three treatments when compared to HA stress plants without HA. The addition of 
HA in plants subjected to drought stress restores the levels of ABA in plants not 
subjected to water stress, suggesting a relief of stress by HA by independent pathways 
in relation to ABA as well as reduced levels of expression in leaves and roots OsTIPs 
at a concentration of 80 mg L-1 of C. These effects appear to be initiated by chemical 
and physical interactions between the HA and the root system in plants. 
 
Keywords: Aquoporins. Water stress. CP–MAS 13C RMN. ROS. 
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6.3 INTRODUÇÃO 

Existem hoje diferentes critérios para explicar os efeitos das SH nas plantas, no 
entanto, a relação entre a estrutura e a atividade biológica constitui um ponto em 
comum nos estudos sobre esta temática. Nardi et al.(2007), explicam que as frações 
húmicas de menor tamanho apresentam maior flexibilidade estrutural e por isso são 
mais efetivas em seus efeitos no ciclo de Krebs em plantas de milho (Zea mays). 
Muscolo et al.(2007) relatam que o efeito das SH se encontra mais relacionado com as 
caraterísticas estruturais do que com o peso molecular ao mesmo tempo que Canellas 
et al.(2010), comprovam que o tamanho molecular dos AH não é fator primário na 
emissão das raízes de plantas de milho (Zea mays). Dobbsset al.(2010) reafirmam que 
a ação dos AH está relacionada com as suas características estruturais e em correlação 
com seus índices de hidrofobicidade, justificando o reconhecimento de fragmentos 
estruturais nos AH pelos receptores auxínicos nas células das plantas. 

Por outro lado, novos trabalhosmostram que os AH exercem efeitos no 
metabolismo dos compostos fenil-propanoide, induzindo a atividade PAL/TAL (EC 
4.3.1.5) (Schiavon et al., 2010). Tem sido proposta também como modo de ação, a 
distribuição de NO3

- desde a raiz até o resto da planta, envolvendo uma distribuição 
dos conteúdos de citosinas e no transporte de nutrientes, o que se encontra vinculado 
com a atividade das H+-ATPase exercidas pelos AH (Mora et al., 2010). Neste sentido, 
tem sido comprovado que o NO funciona como mediador na atividade tipo auxina dos 
AH, induzindo a atividade H+-ATPase e reafirmando os mecanismo de crescimento 
mediante a extrusão de prótons pela raiz (Zandonadi et al., 2010).  

Recentemente foi proposto um novo modo de ação dos AH nas plantas através 
da sua interação com as raízes, afetando sua transpiração e sua condutividade 
hidráulica mediante uma condição denominada estresse coloidal (Asli e Neumann, 
2010). Outros autores têm encontrado efeitos dos AH nos mecanismos de defensa 
antioxidativos, exercendo estímulos nas enzimas CAT e na geração de ERO, as que 
atuam como intermediários no crescimento das plantas (Cordeiro et al., 2011). Tem-se 
relatado também que, bioprodutos baseados em SH estimulam a atividadeda SOD e 
APOX em plantas em condições de estresse hídrico (Vasconcelos et al., 2009).  

A relação existente entre os AH, a geração de ERO e o metabolismo de defesa 
antioxidativo é fundamental para o entendimento dos modos de ação dos AH, isto 
porque as ERO participam na maioria dos processos bioquímicos existentes nas 
plantas. As ERO, assim como as auxinas, são capazes de liderar eventos de 
hiperpolarização de membrana em nível celular, induzindo a entrada do Ca2+ no 
citosol(Pei et al., 2000; Kramer, 2009). O H2O2 é uma das ERO mais estáveis nas 
plantas e tem a capacidade para difundir através das membranas, em baixas 
concentrações participa como molécula sinalizadora nos processos de adaptação a 
vários estresses bióticos e abióticos assim como no desenvolvimento e crescimento 
radicular em plantas (Henzler e Steudle, 2000; Quan et al., 2008; Foreman et al., 
2003).  

Na regulação redox e intracelular em plantas, as aquoporinas apresentam um 
papel importante por serem responsáveis pela pressão osmótica, a permeabilidade da 
membrana e o equilíbrio osmótico celular (Tyreman et al., 2002; Hohmann et al., 
2000). Especificamente as TIPs lideram o fluxo de água e solutos entre o citoplasma e 
os compartimentos vacuolares e tem sido demostrado que seu papel no transporte e 
regulação no fluxo de H2O2 intracelular (Kaldenhoff e Fischer, 2006; Bienert et al., 
2007). No entanto, ainda não existem na literatura relatos sobre os efeitos dos AH na 
regulação das aquaporinas em nível molecular. 
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Embora se tenham estes conhecimentos, não existem hoje relatos na literatura 
de estudos dos efeitos dos AH em plantas com este tipo de foco, atendendo à 
percepção nas plantas através do metabolismo antioxidativo da interação AH-raíz e 
chegando até a expressão de aquaporinas do tonoplasto. Este capítulo teve como 
objetivo: (i) caracterizar a interação entre os AH e as raízes de plantas adultas, (ii) 
avaliar a percepção desta interação através do metabolismo de defesa antioxidativo e 
as aquoporinas do tonoplasto e sua ação protetora em plantas adultas em condições de 
estresse hídrico. 
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6.4 MATERIAL E MÉTODOS 

6.4.1  Material vegetal, crescimento das plantas e condições gerais de 
experimentação 
O experimento de bioatividade dos AH em plantas de arroz, foi conduzido 

utilizando a variedade de arroz Nipponbare sp japonica. As plantas foram cultivadas 
em câmera de crescimento no Departamento de Solos da UFRRJ com as seguintes 
condições de crescimento: (ciclo de luminosidade: 12/12 h (luz/escuro), fluxo 
fotossintético de fótons: 250 µmol m−2 s−1, umidade relativa: 70% e temperatura: 28 
ºC/24 ºC (dia/noite). As sementes de arroz foram desinfestadas previamente com  
hipoclorito de sodio (2%) por 10 minutos e posteriormente lavadas com água 
destilada. Posteriormente as sementes foram transferidas a vasos com gaze que 
continham somente água destilada. Quatro dias após a germinação das sementes, as 
plântulas receberam uma solução de Hoagland (Hoagland e Arnon, 1950) modificada 
a ¼  da força iónica total. Depois de três dias foi trocada a solução de Hoagland para 
½ da força iónica total, onde esta mesma solução foi reposta durante todo o 
experimento a cada três dias. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente 
casualizado, utilizando um total de seis plantas por pote com seis repetições por 
tratamento. As análises estatísticas foram realizadas no programa Statgraphic plus 
v.5.5 e os gráficos forma feitos no programa Sigmaplot 10.0 ou Microsoft Excel 2010 
quando conveniente. 
 
6.4.2 Aplicações dos tratamentos de AH no experimento sem estresse hídrico 

Para estudar o efeito da aplicação de AH em plantas de arroz, foram preparadas 
três concentrações de AH, além do controle (sem AH), equivalentes a 1,66; 3,33 e 
6,66 mM (C). L-1 (20, 40, 80 mg C-AH.L-1) de acordo com o volume total da solução 
nutritiva. Os AH foram dissolvidos na própria solução nutritiva, o pH ajustado a 5,8 e 
adicionados junto a esta, dois dias após a aclimatação das plantas na solução nutritiva 
de ½ da força iônica. Esta mesma solução foi repostas antes de cada momento de 
avaliação. 
 
6.4.3 Aplicações dos tratamentos no experimento com estresse hídrico induzido 

com PEG-6000 
Para as avaliações das plantas em estresse hídrico, foi realizado o mesmo 

desenho experimental descrito no item 2.1. O estresse hídrico nas plantas foi 
aplicadocomo descrito por Li et al. (2008). Após três dias das plantas estarem em 
contato com a solução nutritiva a ½ da força iônica e vinte oito após germinação, um 
grupo de plantas receberam a solução nutritiva contendo PEG-6000 a 15% 
(aproximadamente -0.82 mPa de pressão osmótica). Vinte quatro horas após exposição 
a estresse, cada grupo de plantas recebeu três concentrações diferentes de AH (20 mg 
C-AH L-1, 40 mg C-AH L-1 e 80 mg C-AH L-1). Assim, as plantas foram tratadas com 
cinco tratamentos diferentes: (T1)-P-AH: sem aplicação de PEG-6000 nem AH 
(controle); (T2) +P-AH: PEG-6000 e sem AH; (T3) +P+AH20: PEG-6000 e 20 mg C-
AH L-1; (T4)+P+AH40: PEG-6000 e 40 mg C-AH L-1; (T5)+P+AH80: PEG-6000 e 
80 mg C-AH L-1. 

 
6.4.4 Determinação da atividade enzimática POX (EC 1.11.1.7) e SOD (EC 

1.15.1.1) 
No experimento de aplicação dos AH nas plantas de arroz sem estresse, a 

atividade das enzimas SOD e POX foram avaliadas as oito e 24 horas após aplicação 
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dos AH. No experimento de aplicação de AH as plantas com estresse hídrico, a 
atividade das POX foi avaliadas desde as quatro horas até às 24 horas em intervalos de 
quatro horas entre avaliações. 

 
6.4.4.1 Atividade da enzima POX 

A atividade POX foi determinada segundo a metodologia de Li, (2000). Folhas 
e raízes (1 g) foram maceradas em N2(l) com PBS (0,05 M pH 5.8) e PVP (5% m:v). 
O homogenato foi filtrado através de camadas de gaze e então centrifugado a 10.000 
xg durante 15 minutos a 4ºC. A reação foi feita mediante a adição de 0,1 mL do 
extrato enzimático a uma mistura de 3,0 mL de PBS (0,05 M pH 5.5), 1,0 mL de 
Guaiacol (0,05 M), 1 mL de H2O2 (2% v:v). Foi medida a variação da absorbância a 
λ=470 nm durante quatro minutos a intervalos de vinte segundo e o valor calculado 
por minuto. Os resultados são expressos em ∆470 min-1mg-1 (proteína). 

 
6.4.4.2 Atividade da enzima SOD 

O extrato enzimático para a determinação das atividades enzimáticas de SOD 
foi obtido a partir da maceração de 0,5 g de tecido radicular em N2(l). Em seguida foi 
adicionado um meio de homogeneização composto por: Tampão fosfato de potássio 
(0,1 M, pH 6,8), EDTA (0,1 mM), fluoreto de fenilmetilsulfónico (1 mM) e 
polivinilpirrolidona (1% p:v). Posteriormente este extrato foi filtrado a través de gaze 
e centrifugado a 12.000 xg durante 15 minutos a 4 ºC (Peixoto et al., 1999). 

Para determinar a atividade da SOD, um volume de 30 µL do extrato 
enzimático radicular foi adicionado a um volume de 3 mL de uma mistura de reação 
composto por: tampão fosfato de sódio (50 mM, pH 7,8), azul de p-nitro tetrazólio 
(NBT) (75µM), metionina (13 mM), e riboflavina (2 µM). A reação foi conduzida em 
uma câmera fechada com iluminação de uma lâmpada de 15 W. Após 15 minutos de 
exposição a iluminação foi interrompida e lida a absorbância a λ=560 nm 
(fotorredução do NBT a formazana azul). Paralelamente, outra reação igual à anterior, 
mas sem ser sometida a iluminação foi tomada como branco. A quantidade de enzima 
necessária para inibir o 50% da fotorredução de NBT foi considerada como uma 
unidade de SOD (Becana et al., 1998, Del Longo et al., 1993, Giannopolitis e Reis, 
1977, Beauchamp e Fridovich, 1971). 

 
6.4.4.3 Quantificação de proteínas 

A dosagem do conteúdo de proteínas em todos os experimentos e para fins de 
expressão dos resultados das atividades enzimáticas foi realizado como descrito por 
Bradford (1976), usando albumina de soro bovino como padrão. 

 
6.4.5 Quantificação das ERO superóxido (O2

.-) e Peróxido de Hidrogênio (H2O2) 
O conteúdo de H2O2 foi medido em folhas e raízes como descrito em (Junior, 

2007). Os tecidos vegetais foram homogeneizados em N2 (l) com 2.0 mL de buffer de 
fosfato (50 mM, pH 6.5) e Hidroxilamina (1 mM). O homogenato foi centrifugado a      
10.000 xg durante 15 minutos a 4ºC e o sobrenadante foi coletado. Alíquotas 20 µL do 
sobrenadante foram adicionados a uma reação consistente em: 100 µM FeNH4(SO4), 
25 mM ácido sulfúrico, 250 µM xylenol laranja e 100 mM sorbitol. As amostras foram 
incubadas no escuro e a absorbância lida a λ=560 nm. A concentração de H2O2 foi 
calculada segundo a curva padrão onde foi utilizado H2O2 como padrão (Kuo e Kao, 
2003; Gay e Gebicki, 2000). 
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O conteúdo de O2
.- foi medido em folhas e raízes como descrito em 

Junior(2007). Raízes e folhas foram incubadas em tubos fechados e herméticos com 
uma reação composta de Na2EDTA (100 µM), NADH (20 µM) e tampão de Fosfato 
de Sódio (20 mM, pH 7,8). O início da reação foi feito pela adição de 100 µL de 
epinefrina (25,2 mM) em HCl (0,1 N). A reação foi incubada durante 5 minutos a 28 
ºC e em agitação durante 5 minutos. O tecido vegetal foi eliminado e após sete 
minutos foi lida a absorbância à λ=480 nm durante 5 minutos. A determinação de O2

.- 
foi avaliada pela determinação de adenocromo formado utilizando um branco nas 
mesmas condições sem os tecidos vegetais. O coeficiente de absortividade molar 
utilizado foi 4,0 x 103 mol. L-1 (Mohammadi e Karr, 2001; Misra e Fridoovich, 1971; 
Boveris 1984). 

 
6.4.6 Peroxidação lipídica nas raízes das plantas de arroz 

O conteúdo de MDA foi obtido pelo método de Dhindsa et al. (1981). Uma 
massa de 0,5 g de tecido vegetal foi homogeneizada em 6 mL (10%) de ácido 
Tricloroacético e centrifugado a 10.000 g durante 15 minutos. 2 mL de ácido 
Tiobarbitúrico foi acrescentado ao sobrenadante  e aquecida a 100 ºC, 20 minutos e a 
seguir rapidamente esfriada e centrifugada a 10.000 g durante 10 minutos. A 
absorbância foi lida a 450, 532 e 600 nm e calculada segundo a fórmula: MDA= 
6.45×(A532-A600)-0.56×A450. 
 
6.4.7 Quantificação simultânea de ABA e AIA mediante cromatografia líquida 

de alta resolução (high-performance liquid chromatography-HPLC) 
 Para a quantificação de ABA e AIA nos tecidos radiculares das plantas foi 
utilizada a metodologia proposta por Kelen et al., 2004, com algumas modificações. 
Resumidamente, uma massa de 2,5 g de tecido foram homogeneizadas “over night” a 
4 ºC com metanol (70% v:v) e a fase orgânica roto-evaporada a vácuo. A fase aquosa 
com pH ajustada a 8,5 foi submetida a extrações com Acetato de etilo e a fase 
orgânica roto-evaporada a vácuo. A fase aquosa foi novamente ajustada a pH 2,5 e 
submetida a extrações como Dietil éter e em seguida passado através de sulfato de 
sódio anidro. A fase dietil éter foi roto-evaporada e o resíduo seco que continha os 
hormônios foi redissolvido em metanol e conservados a 4 ºC. 

A quantificação foi feita em um aparelho de HPLC Shimadzu LC-20AT 
equipado com um detector de arranjo de díodos (PDA; SPD-M20A, Shimadzu, Japan) 
e sistema controlado por computador utilizando um programa LC-Solution Chem 
Station da Shimadzu. Utilizou-se uma coluna analítica Shim-pak octadesil-C18 (250 x 
4,6 mm, 5 µm de partícula, da Shimadzu) sendo a temperatura da coluna de 35 ºC. 
Como fase móvel utilizou-se uma mistura de: aceto nitrila-água (30:70% ; v/v). Os 
cromatograma foram monitorados a 265 nm e 280 nm para ABA e AIA 
respetivamente, o volume de injeção utilizado foi de 20 µL. A identificação dos 
hormônios nas amostras foi feita mediante comparação dos espectros UV e os tempos 
de retenção com os padrões puros de ABA e AIA. A quantificação foi feita pela 
relação entre a área dos picos no cromatograma e a concentração da curva padrão. 

 
6.4.8 Expressão gênica das aquaporinas do tonoplasto (OsTIPs) nas plantas de 

arroz 
O RNA total foi extraído segundo a metodologia de Gao et al. (2001). O RNA 

foi tratado com DNAase I (Life Technologies) seguindo as instruções do fabricante. 
Amostra de 1 µg do RNA tratado foi usado para a síntese de cDNA usando "High 
Capacity RNA to cDNA Master Kit" (Life Technologies) seguindo as instruções do 
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fabricante.As reações de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata usando 
“SYBR® Green PCR Master Mix” kit (Applied Biosystems, Inc.) de acordo com as 
recomendações do fabricante. O gene da actina (NM_001057621.1) foi usado como 
controle endógeno (Jain et al., 2006). Os primers para OsTIP1;1 (LOC_Os03g05290), 

OsTIP1;2 (LOC_Os01g74450), OsTIP2;1 (LOC_Os02g44080) e OsTIP4;1 

(LOC_Os05g14240), foram os mesmos usados por Li et al. (2008). 
As condições da reação de PCR em tempo real foram: 10 min a 95 ºC, 40 

ciclos de amplificação a 95 ºC por 15 segundos e 60 ºC por 1 minuto (anelamento, 
extensão e detecção da fluorescência) e finalmente uma curva de dissociação com 
aumento de temperatura de 0,3 ºC a cada ciclo, iniciando em 60 ºC até 95 ºC, para 
verificar a especificidade da reação. 
 
6.4.9 Visualização da interação entre os AH e o sistema radicular 

O registro de imagens foi feito mediante visualização das raízes em um 
microscópio (Olympus HX-200) operando com uma câmera fotográfica acoplada. 

 
6.4.9.1 Caraterização CP-MAS 13C RMN dos AH em interação com o sistema 

radicular das plantas 
Para a obtenção e caracterização destes fragmentos de AH, foram feitos 

experimentos independentes nas mesmas condições experimentais aos realizados para 
as determinações bioquímicas em plantas. As raízes das plantas na sua forma íntegra 
em cada tratamento e no final do experimento foram retiradas da solução nutritivas e 
colocadas em estufa até secagem. Posteriormente, estas raízes foram submersas em 
uma solução aquosa de NaOH (10-3 mol.L-1) até coloração da solução. Este 
procedimento foi feito para cada raiz de cada planta dos diferentes tratamentos, sendo 
que foram recuperados os AH de cada tratamento em uma mesma solução. 
Posteriormente os AH recuperados foram novamente precipitados de acordo com a 
metodologia da IHSS. A espectroscopia CP MAS13C- RMN foi realizada em um 
aparelho Bruker spectrometer UltraShield RMN a 500 MHz, sequência de pulso cp.av, 
temperatura de 30 ºC e frequência de obtenção de 100.61 MHz. A relação entre o 
índice de hidrofobicidade e índice de hidrofilicidade (HB/HI) foi calculado como 
segue: HB/HI= (0 ppm-46 ppm) + (110 ppm-156 ppm)/ (46 ppm-110 ppm)+(156 
ppm-186 ppm). 
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6.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.5.1 Atividade das enzimas POX, SOD e metabólitos do sistema de defesa 
antioxidativo em folhas e raízes 
A Figura 36 mostra a atividade das enzimas POX e SOD do sistema de defesa 

antioxidativo. A atividade POX foi estimulada após 8 horas da adição das três 
concentrações de AH e em ambos os órgãos quando comparadas com o tratamento 
sAH. Às 24 horas, a atividade POX mostrou que somente para as folhas o tratamento 
AH80 apresentou estímulo da atividade. 

A atividade SOD não foi estimulada pelos AH nas folhas às 8 horas, entretanto, 
nas raízes, a atividade foi superior nas três concentrações de AH quando comparadas a 
plantas AH. Às 24 horas, tanto em folhas quanto em raízes, a atividade SOD foi 
superior nos tratamentos com AH quando comparados aos AH. 
 

 

 

Figura 36. Atividade das enzimas do sistema de defesa antioxidativo: POX e SOD, 
em folhas e raízes as 8 h (barras em branco) e 24 h (barras em cinza) após a 
última aplicação. Letras diferentes significam diferenças estatísticas entre as 
médias. Letras minúsculas para a avaliaçãoas 8h e maiúsculas as 24 h. (Teste 
de Tukey, p<0,05). Barras representam o valor medio±ES (error padrão) para 
tres repetições. 

 O conteúdo de O2
.- foi estimulado pelos AH tanto nas folhas quanto nas raízes 

(Figura 37). Nas folhas, às 8 horas, o tratamento AH40 apresentou o menor valor de 
O2

.-, enquanto às 24 horas houve uma diminuição do conteúdo de O2
.- dependente do 
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aumento da concentração dos AH. Nas raízes, tanto às 8 horas quanto às 24 horas 
houve um aumento na produção de O2

.- nos três tratamentos com AH quando 
comparados ao sAH. 
 

 

Figura 37. Conteúdo de O2
.- em folhas (A) e raízes (B) às 8 h e 24 h após a última 

aplicação. Letras diferentes significam diferenças estatísticas entre as médias. 
(Teste de Tukey, p<0.05). Barras representam o valor medio±ES (error padrão) 
para três repetições. 

 A Tabela 10 mostra os conteúdos de H2O2 e MDA às 8 horas e 24 horas em 
folhas e raízes. Às 8 horas, o tratamento AH40 e AH20 apresentaram os maiores 
conteúdos de H2O2 em folhas e raízes respetivamente e diferentes estatisticamente do 
tratamentos AH. No entanto, às 24 horas, somente o tratamento AH40 apresentou os 
maiores conteúdos de H2O2 em folhas, enquanto que, nas raízes os três tratamentos 
apresentaram valores superiores ao tratamento AH. O conteúdo de MDA às 8 horas 
mostrou os menores valores nos tratamentos AH80 e AH40 nas folhas e raízes, 
respetivamente. Às 24 horas, somente o tratamento AH20 superou os AH em ambos 
os órgãos. 

Tabela 10. Conteúdo de H2O2 e MDA em folhas e raízes às 8h e 24h após a última 
aplicação. Letras diferentes nas linhas significam diferenças estatísticas entre 
as medias. (Teste de Tukey, p<0,05).  

H2O2 (µmol.mg-1 massa fresca) 
Tempo/Orgão sAH AH20 AH40 AH80 

8 horas Folhas 0,0141c 0,0184b 0,0228a 0,0144c 

Raízes 0,0182c 0,0395a 0,0215b 0,0184c 

24 horas Folhas 0,0187b 0,0189b 0,0341a 0,0185b 

Raízes 0,0188d 0,0739a 0,0312b 0,0275c 

MDA (µg.g-1 massa fresca) 
8 horas Folhas 0,1523c 0,3848a 0,1593c 0,1743b 

Raízes 0,5564b 1,3673a 0,5615b 0,5633b 

24 horas Folhas 0,1678c 0,3513a 0,1776b 0,1729b 

Raízes 0,1992b 0,2014a 0,1998b 0,1993b 

 
O cenário metabólico nas folhas às 8 horas foi de baixa atividade da enzima 

SOD, elevado conteúdo de O2
.-,elevada atividade das POX e baixo conteúdo de H2O2 e 

MDA (este último exceto para AH20). Neste órgão, às 24 horas a atividade SOD foi 
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elevada assim como o conteúdo de O2
.-, a atividade das POX foi moderada  e o 

conteúdo de H2O2 foi baixo exceto para o tratamento AH40. O cenário metabólico nas 
raízes indica ofuncionamento das SOD às 8 horas de aplicação dos AH, neste 
momento o conteúdo de O2

.- ainda foi elevado, assim mesmo, as POX neste momento 
estavam estimuladasenquanto o conteúdo de H2O2 foi também elevado exceto para 
AH80 embora não existam valores de MDA elevado, exceto para AH20. Às 24 horas, 
as SOD ainda estão estimuladas enquanto o conteúdo de O2

.- continua elevado, no 
entanto, as POX neste momento se encontram estimuladas e o conteúdo de H2O2 é 
elevado, porém sem existência de conteúdos elevados de MDA. 

Este comportamento do sistema antioxidativo das plantas de arroz em uma fase 
mais jovem, já foi observado e discutido no capitulo 2 também pela aplicação desta 
mesmas concentrações de AH, indicando que estes tipo de ação dos AH também 
acontece em plantas mais adultas. Um aumento na produção de O2

.- é o primeiro passo 
para o desencadeamento do sistema de defensa antioxidativo nas células (Gill e Tuteja, 
2010). Foram observadas particularidades na relação funcional entre o conteúdo de 
O2

.- e a atividade SOD, enzimas responsável pela conversão destas ERO até H2O2 

(Asada, 1999; Mittler et al., 2004; Gill e Tuteja, 2010).  
È possível então que nas plantas tratadas com AH, além de se propiciar uma 

condição fisiológica semelhante a estresse, elas respondem através de um mecanismo 
de adaptação, utilizando as ERO produzidas como moléculas sinalizadoras no próprio 
processo de crescimento e desenvolvimento celular (Pitzschke et al., 2006; 
Bhattacharjee, 2005). Já têm sido discutidos os processos que podem estar se 
relacionando nas plantas pela ação do AH no sistema antioxidativo. No entanto, é 
conhecido que as ERO constituem moléculas chaves para a transdução de sinais em 
nível celular de várias formas, uma é a percepção por meio de receptores de membrana 
ainda desconhecidos, mas que estão envolvidos nos mecanismos de transdução do 
Ca2+ e Cadmodulina (Mittler et al., 2004; Ślesak et al., 2007). 
 Embora os estudos sobre os efeitos das SH no metabolismo antioxidativo em 
plantas não sejam abundantes, estudos feitos utilizando técnicas de expressão gênica 
em larga escala tem mostrado que esta via de ação é utilizada nas plantas quando 
aplicados AH. Trevisan et al.(2011), aplicaram a técnica de cDNA-AFLP em plantas 
de Arabidopsis sob tratamentos com SH. Estes autores mostraram que como resultado 
da aplicação de HS nas plantas, do total de transcritos induzidos, 34 % pertence a 
processos metabólicos e 9 % a processos de estímulos a estresse. 
  
6.5.2 Expressão gênica das aquaporinas do tonoplasto (OsTIPs) nas plantas de 

arroz pelas ação dos AH 
A Figura 38 mostra a expressão dos genes de aquaporinas OsTIPs nas folhas e 

raízes. Nas folhas, os genes OsTIP1;1 mostraram uma supressão da expressão para os 
três tratamentos quando comparadas com o controle. De forma semelhante se mostrou 
a expressão dos genes OsTIP1;2 nos três tratamentos com AH. A expressão dos genes 
OsTIP4;1 mostrou uma supressão da expressão comparada ao controle para os 
tratamentos AH40 e AH80. O tratamento AH20 mostrou uma expressão gênica 
semelhante e sem diferenças estatísticas quando comparada com o controle. 

Nas raízes, os genes OsTIP1;1 mostraram uma supressão na expressão dos 
tratamentos AH40 e AH80 quando comparado ao controle, no entanto o tratamento 
AH20 mostrou expressão gênica equivalente ao controle. Os genes OsTIP1;2 

mostraram uma supressão da expressão génica para o tratamento AH40, entanto que 
para AH20, a expressão foi semelhante ao controle.Além disso, o tratamento AH80, 
provocou uma expressão gênica superior ao controle. Os genes OsTIP 4;1 mostraram 
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supressão na expressão, entanto que o tratamento AH80 não mostrou diferenças 
quando comparado ao controle. 
 O papel das aquoporinas é importante nas vias de ação e os efeitos metabólicos 
que têm sido obtidos neste capitulo, especialmente as aquaporinas do tonoplasto 
(TIPs) localizadas nas membranas vacuolares e prevacuolares. As TIPs funcionam 
como canais de H2O2, água e outros metabólitos no interior das células (Maurel et al., 
2008). Alguns estudos mostraram que existe um aumento na expressão dos OsTIPs em 
plantas de arroz pela influencia de estresses abióticos (Liu et al., 1994). Trabalhos 
recentes mostram que os genes OsTIP 1;1, OsTIP 1;2 e OsTIP 4;1 são superexpressos 
em órgãos folhares e radiculares em plantas de arroz sob condições de estresse por 
PEG-6000 (15%) (Li et al., 2008). 
 Neste experimento, a resposta da expressão gênica nas raízes foi uma supressão 
dos genes OsTIPs dependente do aumento da concentração dos AH aplicados. Nas 
folhas, o efeito foi variado, a supressão dos OsTIPs é maior no tratamento AH40. 
Somente para AH80 foi encontrada uma superexpressão do OsTIP 2;1. Estes 
resultados são contrários aos relatados para os OsTIPs em resposta a estresses 
clássicos, sugerindo que os AH não exercem ação de estresse nas plantas, embora 
exerça efeitos sobre a produção de ERO, indicativo da utilização dos mecanismos 
antioxidativo em suas vias de ação. 
 

 

Figura 38. Expressão relativa dos genes de aquoporinas OsTIPs as 8 h depois da 
última aplicação. R:OsTIPs: Expressão relativa em raízes; F:OsTIPs: 
expressão relativa em folhas. Letras diferentes significam diferenças 
estatísticas entre as medias. (Teste de Tukey, p<0,05). Barras representam o 
valor medio±ES (error padrão) para tres repetições. 

 

 As funções das aquaporinas nas células, sua abundância e atividade são 
especificamente reguladas segundo as condições no interior das células (Suga et al., 
2001; Hachez et al., 2006). Alguns trabalhos relatam que a abundância de aquoporinas 
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é regulada por fatores ambientais e do próprio desenvolvimento da planta (Maurel et 
al., 2002; Hachez et al., 2006; Kaldenhoff e Fischer, 2006). Outros trabalhos mostram 
que a expressão gênica de aquoporinas esta relacionada com eventos citológicos no 
interior da célula (Uehlein et al., 2007), ao mesmo tempo que, genes da família TIPs 
foram identificados como canais de H2O2 (Bienert et al., 2007).  
 Os resultados deste experimento mostram que a ação dos AH nas plantas de 
arroz acontece em nível celular e relaciona o sistema de defesa antioxidativo com o 
mecanismo de regulação da expressão gênica das aquoporinas do tonoplasto.   
 
6.5.3 Interação dos AH com sistema radicular das plantas. Caracterização CP-

MAS 13C RMN 
Uma ação dos AH nas plantas de arroz através dos mecanismos antioxidativos 

supõe que exista uma percepção desse sistema de defesa nas plantas pela interação 
entre a raiz e os AH. Neste experimento foi encontrada mediante observação visual ao 
microscópio, uma abundante interação entre o sistema radicular e os AH. Em alguns 
casos é possível observar um recobrimento quase total em raízes e/ou pelos radiculares 
jovens, noutros casos, é possível observar uma penetração dos AH até o interior da 
epiderme radicular (Figura 39). 

 

 
 
Figura 39. Imagens dos AH em interação com as raízes das plantas de arroz. Imagens 
tomadas a 40X. As setas indicam pontos alguns pontos de intensa aglomeração. 

 
Esta interação pode provocar nas raízes das plantas modificações no seu 

funcionamento e ser percebido através do sistema defesa antioxidativo. A Figura 
40mostra a caracterização mediante CP-MAS 13C RMN dos AH que ficaram 
aglomerados nas raízes das plantas. Os AH em interação com as raízes mostraram ter, 
no caso das três concentrações, diferenças estruturais marcantes quando comparados 
com os AH exógenos. Na interação dos AH com as raízes houve um enriquecimento 
das estruturas presentes entre 0-110 ppm, pertencente a CAlq-H,R, CAlq-O,N, CAlq-O, CAlq-

di-O, assim como também houve uma preservação das estruturas entre 156-186 ppm 
pertencente a CCOO-H,R. No entanto as estruturas nas regiões entre 110-156 ppm que 
pertencem a CAr-H,R, CAr-Onão foram registradas nos espectros (Figura 40). 



 

Figura 40. Caracterização CP
interação com o sistema radicular. Região com sombreamento cinza sinaliza a 
região característica de estruturas aromáticas.

 As evidências estruturais constituem provas que reafirmam o observado na 
microscopia sobre a interação entre os AH e o sistema radicular 
em interação com as raízes apresentam estruturas menos condensadas e menos 
complexas, onde predominam caract
oxigenadas.  A interação dos AH com as raízes pode ser através de ligações de 
hidrogênio ou interações eletrostáticas, propiciadas pelas características químicas das 
paredes celulares. Neste sentido, a hipótes
Asli e Neumann (2010), poderia se justificar com estes resultados. O estresse coloidal 
proposto por estes autores poderia ser uma das explicações das respostas 
antioxidativas nas plantas quando aplicados os AH.
 
6.5.4 Efeito da ação dos AH em plantas de arroz em condições de estresse 

hídrico induzido com PEG
6.5.4.1  Atividade das POX, conteúdos de H

A Figura 41
nos tecidos das plantas. A atividade das enzimas POX mostrou um comportamento 
semelhante nos órgãos foliares e radiculares. Em ambos os órgãos, a partir das duas 
horas de indução do estresse e adição dos AH, a atividade POX nos tratamentos foi 
superior ao tratamento controle, indicando a presença de estresse oxidativo nas 
plantas. A atividade POX foi inferior nos três tratamentos com AH a partir das 
e até as 24 horas, comparados com o tratamento +P

Caracterização CP-MAS 13C RMN dos AH adicionados e os AH em 
interação com o sistema radicular. Região com sombreamento cinza sinaliza a 
região característica de estruturas aromáticas. 

ncias estruturais constituem provas que reafirmam o observado na 
microscopia sobre a interação entre os AH e o sistema radicular 
em interação com as raízes apresentam estruturas menos condensadas e menos 
complexas, onde predominam características alifáticas e alifáticas substituídas 
oxigenadas.  A interação dos AH com as raízes pode ser através de ligações de 
hidrogênio ou interações eletrostáticas, propiciadas pelas características químicas das 
paredes celulares. Neste sentido, a hipótese sobre um estresse coloidal, enunciada por 
Asli e Neumann (2010), poderia se justificar com estes resultados. O estresse coloidal 
proposto por estes autores poderia ser uma das explicações das respostas 
antioxidativas nas plantas quando aplicados os AH. 

Efeito da ação dos AH em plantas de arroz em condições de estresse 
hídrico induzido com PEG 
Atividade das POX, conteúdos de H2O2 e peroxidação de lipídeos (MDA)

41 mostra a atividade das enzimas POX, conteúdo de H
nos tecidos das plantas. A atividade das enzimas POX mostrou um comportamento 
semelhante nos órgãos foliares e radiculares. Em ambos os órgãos, a partir das duas 
horas de indução do estresse e adição dos AH, a atividade POX nos tratamentos foi 

or ao tratamento controle, indicando a presença de estresse oxidativo nas 
plantas. A atividade POX foi inferior nos três tratamentos com AH a partir das 

, comparados com o tratamento +P-AH. Às oito horas, foi observad
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dos AH adicionados e os AH em 
interação com o sistema radicular. Região com sombreamento cinza sinaliza a 

ncias estruturais constituem provas que reafirmam o observado na 
microscopia sobre a interação entre os AH e o sistema radicular das plantas. Os AH 
em interação com as raízes apresentam estruturas menos condensadas e menos 

erísticas alifáticas e alifáticas substituídas 
oxigenadas.  A interação dos AH com as raízes pode ser através de ligações de 
hidrogênio ou interações eletrostáticas, propiciadas pelas características químicas das 

e sobre um estresse coloidal, enunciada por 
Asli e Neumann (2010), poderia se justificar com estes resultados. O estresse coloidal 
proposto por estes autores poderia ser uma das explicações das respostas 

Efeito da ação dos AH em plantas de arroz em condições de estresse 

e peroxidação de lipídeos (MDA) 
mostra a atividade das enzimas POX, conteúdo de H2O2 e MDA 

nos tecidos das plantas. A atividade das enzimas POX mostrou um comportamento 
semelhante nos órgãos foliares e radiculares. Em ambos os órgãos, a partir das duas 
horas de indução do estresse e adição dos AH, a atividade POX nos tratamentos foi 

or ao tratamento controle, indicando a presença de estresse oxidativo nas 
plantas. A atividade POX foi inferior nos três tratamentos com AH a partir das 8 horas 

s oito horas, foi observada 
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maior atividade POX em todos os tratamentos e posterior manutenção ou queda da 
atividade constante ou diminuição até às 24 horas. A aplicação de AH a plantas com 
estresse hídrico induzido provocou uma atenuação da atividade POX em ambos os 
órgãos vegetais. 

 

 

Figura 41. Atividade das POX, conteúdo de H2O2 e peroxidação de lipídeos medidos 
pelo conteúdo de MDA. (A), (C) e (E): análises em folhas. (B), (D) e (F): 
análises em raízes. Letras maiúsculas para as oito horas e minúsculas para as 
24 horas. Letras diferentes representam diferencias estatísticas entre as medias 
dos tratamentos segundo o teste de Tukey, p<0,05. A barra de erro representa o 
valor da media ± erro padrão (s.e.m) para três repetições. 

 

O conteúdo de H2O2às8 e 24 horas foram maiores em ambos os órgãos de 
plantas tratadas quando comparados ao tratamento controle, inidcando o 
funcionamento dos mecanismos oxidativos pela indução do estresse com PEG-6000. 
O conteúdo de H2O2 em folhas e raízes nos tratamentos +P-AH foi maior ás 8 horas 
que às 24 horas, o que pode ser resultado da eliminação deste H2O2 pela constante 
atividade POX nesses momentos. Nos três tratamentos +P+AH e nas folhas, houve 
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uma diminuição do conteúdo de H2O2 comparado a +P-AH às 8 e 24 horas. Nas raízes 
houve também diminuição do conteúdo de H2O2 ás oito horas comparado com +P-AH, 
no entanto, às 24 horas o conteúdo de H2O2 diminuiu só no tratamento +P+AH20. 

A peroxidação de lipídeos em folhas e raízes das plantas estressadas foi 
superior ao restante dos tratamentos tanto às8 quanto às 24 horas, sendo que, às 8 
horas esta peroxidação teve o maior valor. Os tratamentos com +P+AH apresentaram 
os menores valores de peroxidação de lipídeos comparados com +P-AH. Nas folhas, a 
peroxidação de lipídeos não teve diferenças estatísticas com o tratamento controle.  

Os resultados indicam que embora a atividade das POX nos tratamentos 
+P+AH seja menor que a encontrada para +P-AH, os conteúdos de H2O2 nas plantas 
com indução de estresse com PEG e tratadas com AH foram menores em folhas e 
raízes as oito e 24 horas (exceto para +P+AH40 e +P+AH80 ás 24 horas). 
Encontraram-se menores níveis de peroxidação de lipídeos nos tecidos das plantas em 
estresse e tratadas com AH.  Estas são evidências que indicam uma atenuação da 
intensidade do estresse produzido nas plantas por PEG mediante a adição de AH.  

Alguns trabalhos relatam os efeitos dos AH nos mecanismos antioxidativos em 
plantas de milho, indicando um aumento na atividade de CAT e geração de ROS 
(Cordeiro et al., 2011). Tem-se, entretanto, mostrada a capacidade protetora de AH de 
vermicompostos em plantas de arroz sob estresse hídrico, resultando em diminuições 
dos conteúdos de H2O2, peroxidação lipídica, proteção da permeabilidade da 
membrana e do crescimento quando comparado com plantas estressadas (Hernández et 
al., 2012).  
 
6.5.5 Conteúdo de ABA nos tecidos vegetais 

Os conteúdos de ABA nos tecidos foliares e radiculares de plantas de arroz 
tratadas ou não com PEG e AH são mostrados na Figura 42. Ás oito horas (momento 
de maior atividade POX), há um claro incremento nos teores de ABA nas raízes e 
folhas de plantas de arroz submetidas ao estresse hídrico na ausência de AH (+PEG-
AH). Por outro lado, quando o estresse hídrico está associado ao tratamento com AH, 
observam-se níveis de ABA semelhantes ao tratamento controle sem estresse hídrico e 
sem AH (-P-AH).  

 

 

Figura 42. Conteúdos de ABA em raízes e fohas. Letras diferentes representam 
diferenças estatísticas entre as medias dos tratamentos segundo oteste de 
Tukey, p<0.05. A barra de erro representa o valor da media ± erro padrão para 
três repetições. 
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Esses resultados mostram que a adição de AH à solução nutritiva de plantas de 
arroz submetidas ao estresse hídrico, reduz os níveis internos de ABA ou 
simplesmente não permite uma elevação dos níveis endógenos ABA. Dessa forma, 
pode-se inferir que a adição de AH tenha resultado no alívio do estresse por vias 
independentes de ABA, já que a adição de AH não resultou em incremento dos níveis 
de ABA na planta. Há, entretanto, relatos de que aplicações radiculares de AH em 
baixas (5 mg C L-1) e altas (100 mg C L-1) concentrações, estimularam a biosíntese de 
ABA em plantas de pepino após 4 horas e 72 horas respectivamente (Mora et al., 
2010). Contudo, ainda são escassos os trabalhos que estudam a aplicação de AH em 
plantas sob condições de estresse hídrico e seus efeitos na biossíntese de ABA. Neste 
trabalho, observamos que em arroz, o alívio do estresse hídrico ocasionado pela adição 
de AH aparentemente se dá por uma via independente de ABA. 
 

6.5.6 Expressão gênica de aquaporinas do tonoplasto em plantas de arroz 
(OsTIPs) 

A expressão dos genes  OsTIPs nos tecidos radiculares e foliares das plantas de 
arroz tratados ou não com PEG e AH é mostradas nas Figuras 43B e 43C. Em ambos 
os tecidos, a expressão dos genes avaliados nos tratamentos +P+AH20 e +P+AH40, 
foi estatisticamente semelhante ao tratamento -P-AH. O tratamento +P+AH80 causou 
uma repressão na expressão gênica de todos os genes OsTIPs analisados tanto nos 
tecidos radiculares quanto foliares. Tem sido mostrado que elevadas concentrações de 
AH reprime o crescimento radicular e a atividade das H+-ATPases de forma 
semelhante ao que ocorre com a auxina. As H+-ATPases e as aquaporinas são 
importantes para o acúmulo de solutos e água no vacúolo necessários para o 
crescimento celular (Rayle e Cleland, 1992). Dessa forma, a repressão dos genes 
OsTIPs no tratamento +P+AH80 pode ter ocorrido devido a elevada dose de AH (80 
mg C L-1) aplicada.  

Alguns estudos já mostram importantes papéis das TIPs no metabolismo das 
plantas. Em Arabidopsis, as AtTIP1;1,  AtTIP1;2, AtTIP2;1 e AtTIP4;1 foram 
identificadas como facilitadoras do transporte de uréia até o citosol (Liu et al., 2003). 
Também em Arabidopsis, o silenciamento de AtTIP1;1 provocou a morte celular e da 
planta (Ma et al., 2004). A atividade das TIPs é regulada por vários fatores ambientais 
como o estresse hídrico por vias transcricional e post-transcricional (Kaldenhoff e 
Fischer 2006), assim como é conhecido que o ABA pode regular a função das 
aquaporinas mediante duas vias, ABA-dependente e ABA-independente (Mahajan e 
Tuteja, 2005).  

Em plantas de arroz, as OsTIP1s foram induzidas pela ação do ABA e PEG em 
folhas e raízes, e os padrões de expressão dos genes OsTIP2;2 e OsTIP4;2 em resposta 
a ABA e PEG foram semelhantes (Li et al., 2008). No presente estudo, apenas o gene 
OsTIP1;2 apresentou pequeno aumento de expressão no tratamento onde houve 
elevação dos teores internos de ABA nas plantas (+P-AH), indicando um possível 
efeito do ABA sobre a regulação da expressão desse gene (Figura 2B e C). Com a 
adição de AH nas doses de 20 e 40 mg C L-1, o conteúdo de ABA e a expressão da 
OsTIP1;2 voltam a níveis semelhantes ao tratamento controle, indicando que o alívio 
do estresse provocado pelo AH pode se dá por uma via independente de ABA.  
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Figura 43. Expressão gênica dos OsTIPs em plantas de arroz. (A): Expressão gênica 
dos OsTIPs nas Raízes, (B): Expressão gênica dos OsTIPs nas Folhas.T1:-P-
AH, T2:+P-AH, T3:+P+AH20, T4:+P+AH40, T5:+P+AH80 

 
6.5.7 Caracterização CP-MAS 13C RMN das interações dos AH com o sistema 

radicular das plantas 
Como já discutido, existem relatos que mostram a capacidade dos AH para 

formar capas de aglomerados na superfície radicular nas plantas, produzindo uma 
diminuição da condutividade elétrica das raízes e a resistência a estresses hídricos 
(Asli e Neumann, 2010). Neste trabalho, nós confirmamos a interação dos AH com as 
raízes e se observou a aglomeração dos AH ao longo do sistema radicular (Figura 
44B-a), observou-se também esta aglomeração na epiderme do sistema radicular e 
pelos radiculares mais jovens (Figura 44B-b).  

A caracterização espectroscópica dos AH aglomerados nos sistemas radiculares 
das plantas mostrou assinaturas espectrais diferentes ás encontradas nos AH 
adicionados (Figura 44A). Os AH aglomerados nas raízes mostram uma menor 
complexidade estrutural quando comparados com os adicionados. È possível observar 
nos espectros uma diminuição na presença de picos principalmente na região 
assinalada a carbonos aromáticos e aromáticos oxigenados (110-156 ppm).  
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Figura 44. (A) Espectros CP-MAS 13C RMN dos AH adicionados e os precipitados 

nas raízes das plantas. (B) Imagens fotográficas das raízes das plantas com AH 
aglomerados, a: AH grudados ao longo da superfície do sistema radicular 
(40X) b: AH aglomerados na epiderme das raízes e pelos radiculares jovens 
(100X), c: imagens obtidas por microscopia óptica dos AH adicionados 
(100X). As setas indicam pontos de aglomeração dos AH nas raízes. 

 
Os AH que interagem diretamente com as raízes apresentam predominiode 

estruturas alquílicas (0-46 ppm), carboxílicas (156-186 ppm) e carbonílicas (186-230 
ppm). Os AH aglomerados apresentam diminuição de estruturas di-O-Alquilicas (91-
110 ppm), arílicas (110-142 ppm) e O-arílicas (142-156ppm) quando comparados aos 
adicionados.Recentes estudos têm mostrado que em AH de vermicomposto, as 
estruturas que participam positivamente no crescimento radicular em plantas de milho 
são as metoxilas, as arílicas, O-arílicas e carboxílicas, indicando a capacidade dos AH 
para exercer efeitos como promotores do crescimento radicular, encontram-se 
relacionado com bio-fragmentos moleculares polares conservadas pelos agregados 
hidrofóbicos nas associações supramoleculares húmicas (Aguiar et al., 2012; Canellas 
et al., 2012). 

Pela liberação de ácidos orgânicos pelas raízes das plantas, a supra-estrutura 
dos AH é rompida (Aguiar et al., 2012; Canellas et al., 2012)e fragmentos polares 
precipitam na superfície das raízes pela diminuição do pH através de interações 
eletrostáticas ou de Van der Waal (Asli e Neumann 2010), causando a liberação de 
fragmentos hidrofóbicos. Estes fenômenos de interações AH-raízes contribuem para 
uma modificação na funcionalidade das raízes e são perceptíveis pelos mecanismos de 
respostas antiestresse. Estes processos de adaptação por meiodestas interações e 
recuperação de novos estados de homeostase contribuem para os efeitos positivos, 
negativos e imperceptíveis das substâncias húmicas nas plantas. 

A) B) 
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6.6 CONCLUSÕES 

 Os AH isolados do VC de esterco bovino, estimularam os sistema de defesa 
antioxidativo e mostraram efeitos protetores em plantas submetidas a estresse hídrico 
também em plantas adultas.  

 Existem interações entre os AH e o sistema radicular das plantas e as frações 
de AH que interagem com as raízes são menos complexas estruturalmente que os AH 
adicionados.  

Os AH exercem efeitos na atividade das enzimas POX e SOD do sistema de 
defesa antioxidativo, controlando os conteúdos de ERO e os efeitos na peroxidação de 
lipídeos. Nos modos de ação dos AH, se encontram também envolvidas as 
aquoporinas do tonoplasto.  

 Nas plantas de arroz em estresse hídrico, a aplicação radicular de diferentes 
concentrações de AH mostrou efeitos de proteção antiestresse. Isto foi comprovado 
através da baixa atividade das POX, baixos níveis de H2O2 e MDA quando 
comparados às plantas estressadas e sem AH.  

A espectroscopia demonstrou que nos AH aglomerados nas raízes predominam 
estruturas alquílicas (0-46 ppm), carboxílicas (156-186 ppm) e carbonílicas (186-230 
ppm) e apresentam diminuição de estruturas di-O-Alquilicas (91-110 ppm), arílicas 
(110-142 ppm) e O-arílicas (142-156ppm) quando comparados aos adicionados.  

Os resultados mostram que os AH produzem um efeito protetor em plantas 
com condições fisiológicas de estresse hídrico. Estes efeitos parecem ser iniciados 
através de fenômenos de interações químicas e físicas entre os AH e o sistema 
radicular das plantas. 
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7. CONCLUSÕES GERAIS 

a) A partir do VC de esterco bovino produzido nas condições de Cuba foi possível 
caracterizar estruturalmente as duas frações humificadas isoladas: os ácidos 
húmicos (AH) e o sólido residual (RH) do processo de extração das substâncias 
húmicas solúveis. Os AH apresentaram caraterísticas aromáticas mais marcantes 
que RH e ambas as frações apresentam fragmentos estruturais ricos em elementos 
oxigenados. Pela primeira vez é feita esse tipo de caracterizaçãodafração RH que 
apresentou um 10,52 % de aromaticidade, 89,47 % de alifaticidade e 0,72 como 
índice de hidrofobicidade. 
 

b) Os AH isolados do VC, aplicados via radicular em plantas de arroz, regularam 
alguns componentes do metabolismo oxidativo. Essa fração aumentou aprodução 
de ERO em nível radicular e o seu controle acontece a por meio do estímulo da 
atividade das enzimas SOD e POX e da biossíntese de ABA. Quando aplicados 
em plantas em condições de estresse hídrico, os AH exercem efeitos protetores 
diminuindo a produção de ERO e a peroxidação lipídica. Os efeitos de 
estimulação do crescimento e emissão de raízes dos AH parecem ser exercidos 
também através dos mecanismos de resposta antioxidativa. 

 
c) Em plantas adultas foi igualmente comprovado a utilização do metabolismo 

antioxidativo nas vias de ação dos AH em plantas e sua ação protetora diante 
estresse hídrico, chegando até a regulação da expressão de genes OsTIPs. Esta se 
inicia por meio de interações entre os AH e o sistema radicular das plantas, onde 
acontecem aglomerações de fragmentos húmicos com menor complexidade 
estrutural que os adicionados de maneira exógena. 

 
d) A fração RH mostrou ser um material eficiente para a remoção de cátions 

metálicos Ni2+ e Pb2+ tanto em sistema monoelementares como bielementares 
aquosos. A retenção dos metais em RH parece acontecer através de fenómenos de 
natureza química e tanto em nível superficial quanto intraestrutural e está por 
tanto, relacionado com a heterogeneidade estrutural de RH. Em águas residuais 
industriais o RH removeu quantidades superiores aos 90% de cada metal. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

As interferências dos AH no metabolismo de resposta antioxidativo das 
plantas, abre novas portas para o entendimento dos modos de ação destas substâncias 
de elevada complexidade estrutural e poderia servir para explicar parte dos efeitos de 
proteção observados de forma empírica quando utilizados os húmus líquido nas 
culturas. 

As interações dos AH com o sistema radicular precisa ser estudado em detalhe 
mediante a utilização de outras técnicas de análises, pois resulta o ponto iniciante dos 
efeitos das SH nas plantas, tanto em condições naturais como experimentais. 

O RH pode constituir uma fração eficiente que gere um dispositivo para a 
remoção de metais em residuais líquidos industriais e com isto se elimina como 
material residual dos processos de obtenção de húmus líquido aos VC. 
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