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RESUMO

AGUIAR, NATALIA O. Msc.- Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Outubro de 2011. CARACTERISTICAS QUIMICAS E BIOATIVIDADE DE
ACIDOS HUMICOS ISOLADOS DE VERMICOMPOSTOS EM DIFERENTES ESTADIOS
DE MATURACAO. Orientador: Luciano Pasqualoto Canellas. Co-orientador: Etelvino
Henrigue Novotny.

A utilizacdo de insumos biolégicos na producédo agricola vem crescendo a
cada dia, diminuindo a dependéncia por produtos industrializados, que
apresentam baixa eficiéncia de uso e custos cada vez mais significativos. A
matéria organica (MO) estabilizada pela acdo de minhocas tem reconhecida
capacidade de estimular o crescimento vegetal e pode ser utilizada na producao
de bioestimulantes. O produto gerado pelo processo da vermicompostagem de
residuos organicos € rico em substancias hamicas (SH), especialmente acidos
hamicos (AH), um estimulante do crescimento vegetal. O objetivo do trabalho foi
avaliar o processo de vermicompostagem de diferentes residuos organicos
através das caracteristicas quimicas e da bioatividade dos AH isolados dos

vermicompostos em diferentes estadios de maturacéo (0, 30, 60, 90 e 120 dias).
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Quatro residuos foram utilizados na produgdo dos vermicompostos: esterco
bovino, bagaco de cana e torta de girassol. Os vermicompostos foram
caracterizados quimicamente pela determinacédo da relacdo C/N, CTC e teor de
AH. A conformacéo em solucao dos AH foi analisada por cromatografia liquida de
alta performance por excluséo de tamanho (HPSEC) utilizando a coluna Polysep-
GFC-P 3000 (Phenomenex). O conteudo hidrofébico foi obtido por cromatografia
liguida de alta performance de fase reversa (RP-HPLC) utilizando a coluna
Supelco C-18. O processo de maturacdo dos vermicompostos e dos AH também
foi avaliado por medidas espectroscopicas utilizando a ressonéncia magnética
nuclear (RMN do '°C). A bioatividade do material foi analisada pelo nimero de
raizes laterais e medicdo de pH em solucdo contendo plantulas de milho tratadas
com AH. Plantas mutantes com gene DR5::GUS responsivo a auxina foram
utilizadas para verificar possivel acdo auxinica dos AH. Independentemente dos
residuos organicos usados neste trabalho, o processo de vermicompostagem foi
caracterizado pela diminuicédo da relacao C/N, aumento da CTC e do conteudo de
C-AH, assim como mudancas na abundancia relativa de grupamentos funcionais
verificados pela RMN de **C, tais como aumento de aromaticos e fendlicos e
diminuicdo de carboidratos A ACP mostrou que os AH apresentam menor
guantidade de celulose (CP1) e maior quantidade de acidos graxos (CP2) quando
comparado aos vermicompostos. A promoc¢ao do crescimento radicular pelos AH
parece ser do tipo auxinica, uma vez que foi observada a ativacdo do gene
sintético (DR5::GUS) responsivo a auxina. Os AH sdo bons indicadores do
processo de humificacdo. Todos os AH apresentaram bioatividade elevada a
partir dos 60 dias de vermicompostagem. Os vermicompostos independentes do
residuo utilizado podem ser utilizados como fontes de extracdo de substancias

hamicas bioativas aos 60 dias de vermicompostagem.

Palavras-chave: humificacéo, relacdo estrutura-atividade e efeitos fisiologicos.
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ABSTRACT

AGUIAR, NATALIA O. Msc.- Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. October, 2011. CHARACTERISTICS OF HUMIC ACIDS ISOLATED
FROM VERMICOMPOSTS AT DIFFERENT MATURATION STAGES. Adviser:
Luciano Pasqualoto Canellas. Co-adviser: Etelvino Henrique Novotny.

Vermicompost is an environmentally friendly alternative, which is enriched
with highly bioactive humic acid (HA)-like substances. The main objective of this
work was to evaluate vermicompost process through chemical characteristics and
bioactivity of HAs isolated at increasing vermicompost maturation stages (0, 30,
60, 90 and 120 days). Four residues were used in the vermicomposting
production: cattle manure, sugarcane bagasse and sunflower cake. The molecular
conformation of the HAs was determined by high performance size exclusion
chromatographic (HPSEC) and reverse phase — high performance liquid
chromatographic (RP-HPLC). We applied solid-state NMR spectroscopy (**C-
NMR) and principal components analysis (PCA) to follow the humification process.
Measuring acidity in solution and lateral root emergence were used to monitor HAs
bioactivity. The auxin-like activity of HAs was tested using tomato (cv. MicroTom)
seedlings expressing DR5 auxin synthetic promoter fused to the B-glucuronidase

(GUS) reporter gene. Independently of organic wast used in this work, the
Xiv



vermicomposting process shows decrease in C/N ratio, increase CEC and HA-C,
as well changes in the relative abundance of functional groups analyzed by **C
NMR. During vermicompost maturation, a decrease of carbohydrate content and
the selective preservation of the hydrophobic alkyl and aryl C components were
observed by *C-NMR. The PCA indicated that the HA have a lower amount of
cellulose (CP1) and an increased amount of fatty acids (CP2) when compared to
the vermicomposting process. The apparent molecular weight and hydrophobicity
determined of HPLC did not show direct relation with HAs bioactivity. However
after 60 days of vermicomposting, all HAs enhanced inducing lateral root
emergence, acidity increase in solution. The HAs showed ability to induce auxin-
responsive synthetic reporter DR5::GUS in tomato. They are all effective in
promoting root growth and can be used as organic substrates.

Keywords: humification, structure-activity, physiology effects.
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1. INTRODUCAO

A pratica da adubacéo de plantas com matéria organica (MO) € milenar e
se confunde com a prépria histéria da civilizacdo. A forma pela qual ela sustenta a
agricultura ao longo de todos esses anos instiga a curiosidade e motiva as
pesquisas. Durante muito tempo, baseado apenas no seu conhecimento empirico,
o homem associou solos com coloracdo mais escura a solos mais férteis, devido
ao maior contetdo de MO. Aristételes (384-322 A.C.) foi o primeiro a sugerir que
as plantas adquiriam seu alimento “digerindo” componentes da terra tal como os
animais (Nardi et al., 2009). Plinio, o Velho (23-79 AC), na Naturalis historiae
relatou a capacidade do solo de produzir um tipo de esterco capaz de fornecer
nutrientes para as plantas. Civiliza¢gdes ainda mais antigas como os Persas no
oriente crescente, Egipcios no vale do Nilo e Chineses foram sustentadas pela
producgéo agricola nas margens de rios que eram naturalmente enriquecidas com
detritos organicos e sedimentos devido a inundacgdes periodicas. A adicdo de
carvao ao solo é resultante de uma pratica milenar dos indios da Amazoénia, que

resultou na conhecida “Terra Preta de indios”. Essa pratica aumentava a



fertilidade do solo, a produtividade agricola e atualmente esta sendo resgatada e
avaliada como alternativa de mitigacéo dos efeitos do aquecimento global.

A revolucao tecnoldgica proporcionada pela agricultura produziu as bases
materiais necessarias para alterar o curso do processo civilizatorio (Ribeiro,
1991). Ao longo de sua histéria de mais de 10 mil anos, a agricultura tornou-se a
mais importante atividade econ6mica do planeta, movimentando cerca de US$
1,64 trilhdo por ano. Baseada na intensificacdo de técnicas modernas, tais como
novas variedades de cultivo, fertilizantes quimicos sollveis, medidas de protecéo
da lavoura (inseticidas, fungicidas, herbicidas) e mecanizacdo intensiva, a
“‘Revolucado Verde” elevou a producdo e a produtividade das lavouras (Singh,
2000). Porém, a intensificacdo da producado agricola trouxe consigo a degradacao
do ambiente de producdo em escala global, provocando a degradacao dos solos,
matas e recursos hidricos. A agricultura intensiva é dependente de energia e
produtos quimicos oriundos de fontes minerais e combustiveis fosseis (petréleo),
cujas reservas sao limitadas, principalmente a matéria-prima para a industria de
fertilizantes. As reservas mundiais de fosfato, por exemplo, sdo muito limitadas e
estima-se que estas poderdo se exaurir antes que as de petrdleo, representando
uma séria ameaca a agricultura intensiva nos tropicos, pois os solos altamente
intemperizados sdo dependentes de aplicacdo massiva de fosfatos solGveis para
se tornarem produtivos.

Essa estratégia de producdo, que esgota 0S recursos naturais e €
dependente de recursos ndo renovaveis, tem gerado enormes perdas de MO.
Além disso, as perdas de MO podem estar diretamente associadas com o
aumento do fluxo de gases do efeito estufa, j& que o solo representa o principal
compartimento superficial de carbono.

A crise da agricultura, ou melhor, do modo como se faz agricultura, ndo vai
ser superada com o aumento do uso de tecnologia ou uso de tecnologias mais
avancadas desenvolvidas sobre a mesma base de conhecimento. E necessario a
ruptura desse paradigma e o desenvolvimento de novas bases cientificas que
busquem otimizar processos biolégicos naturais e renovaveis.

O manejo de processos biotecnolégicos naturais ainda esta muito aquém
do potencial que pode representar para 0 sucesso da producdo agricola
sustentada. A ciclagem de nutrientes, a fixacdo biolégica de nitrogénio e a
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solubilizacdo de rochas fosfatadas sao alguns exemplos de processos
microbiolégicos naturais que garantem o potencial produtivo do solo e podem ser
amplificados com o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis (Olivares, 2009)

O desenvolvimento de bioestimulantes a base de substancias hdmicas
(SH) requer o conhecimento da natureza quimica da MO humificada. A eficiéncia
da estimulacdo biolégica depende principalmente da natureza quimica das SH,
um dos aspectos mais estudados, porém, mais controversos da Quimica do Solo.
A dificuldade de aplicar conceitos classicos da quimica, tais como, férmula
molecular ou estrutural, configuragdo e conformacéo para as SH é uma barreira
para o entendimento da natureza quimica desse material complexo.

O uso de estimuladores de crescimento vegetal a base de SH na
agricultura tem crescido nos ultimos anos especialmente em culturas de elevado
interesse econdmico (Cunha et al., 2009; Baldotto et al., 2009). Para atender esse
mercado promissor tem sido importada uma grande quantidade de produtos
hamicos, geralmente obtidos de fontes geoldgicas ndo renovaveis tais como
turfas e rochas ricas em carbono humificado, como a leonardita e a lignita. Uma
alternativa possivel € a obtencdo de matéria himica a partir do produto da
transformacdo de residuos organicos pelos microrganismos e minhocas,
conhecido como vermicompostagem. O produto final € o hiumus de minhoca,
naturalmente enriquecido com acidos humicos (AH) e com grande capacidade de
promocao do crescimento vegetal, especialmente do sistema radicular (Canellas
et al., 2002).

Nesse trabalho foi realizado um estudo do processo de transformacao de
residuos organicos e da bioatividade dos AH isolados em diferentes estadios de
maturacdo do vermicomposto visando identificar a partir de qual estadio é
possivel obter AH em quantidade e com capacidade de estimular o crescimento

radicular.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Vermicompostagem

Uma fonte alternativa para extracdo de SH é o produto final da acdo de
minhocas sobre os residuos organicos, ou seja, 0 himus de minhoca, um material
enriquecido com SH de elevada atividade biologica (Nardi et al., 2009). Embora
0S microrganismos sejam 0s responsaveis pela degradacao bioquimica da MO, as
minhocas direcionam o0 processo condicionando o substrato e alterando a
atividade biolégica (Dominguez, 2004). O estudo das transformacfes dos
residuos e o papel dos invertebrados nesse processo sdo a base da
vermitecnologia e uma possibilidade de geracdo de inovacbes visando o
desenvolvimento de insumos biolégicos.

Diversos residuos organicos, além de esterco bovino, tém sido convertidos
em vermicomposto (Edwards et al., 1985, 1998; Mitchell, 1997; Bansal e Kapoor,
2000; Kaushik e Garg, 2003). Tais como, lodo de esgoto (Hait e Tare, 2011),

esterco de cavalo (Hartenstein et al., 1979; Kaplan et al., 1980; Edwards et al.,
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1998; Garg et al., 2005a); folhas de mangueira (Talashilkar et al., 1999); esterco
de porco (Chan e Griffiths, 1988; Reeh, 1992; Edwards et al., 1998); peru
(Edwards et al., 1998); ovelha (Edwards et al., 1985); galinha (Ghosh et al., 1999;
Garg e Kaushik, 2005b); residuo de papel (Gajalakshmi et al., 2002) etc. No
entanto, estudos sobre o tempo de maturagdo, caracteristicas quimicas e a
atividade biolégica das SH isoladas de diferentes vermicompostos sé&o
relativamente escassos.

Dois produtos uteis sdo gerados com a vermicompostagem de residuos, a
biomassa de minhocas e o vermicomposto. O vermicomposto € um produto
homogéneo, com reduzido nivel de contaminantes (as minhocas funcionam como
eficientes biosensores de acordo com Wolters, 2000), elevados teores de
nutrientes (Suthar 2008, encontrou aumentos de NPK na ordem de 143%, 111% e
100%, respectivamente, no material vermicompostado em relagdo ao inicio do
processo) e sem impactos adversos quando langados no ambiente. De acordo
com Suthar (2008), comparado ao sistema convencional de compostagem, a
vermicompostagem sempre resulta nha diminuicdo de massa dos residuos, menor
tempo de processamento e maior quantidade de humus.

A adicdo de vermicomposto ao solo estimula o crescimento das plantas
pelo aumento do contetdo de nutrientes (Kale et al., 1992; Behera et al., 2007),
da melhoria das propriedades fisicas do solo (Landgraf et al., 1999, Albiach et al.
2001), protecdo contra doencas pela supressdo de microrganismos patégenos
(Szczech, 1999; Bailey e Lazarouits, 2003, Sahni et al., 2008), economia no uso
de agua, aumento da atividade e diversidade biolégica (Fracchia et al., 2006). O
vermicomposto consiste em um excelente substrato para crescimento de plantas
substituindo com vantagens os substratos a base de turfas (Zaller, 2007). Além
disso, as minhocas produzem SH com elevada atividade bioldgica (Nardi et al.,
1996; Masciandaro et al., 1999; Dell’Agnola e Nardi, 1987; Muscolo e Nardi, 1997;
Muscolo et al., 1999; Facanha et al., 2002; Canellas et al., 2002; Quagagiotti et al.,
2004, Canellas et al., 2006; Rodda et al., 2006b; Zandonadi et al., 2007; Canellas
et al., 2010; Dobbss et al., 2010; Canellas et al., 2011). Essas substancias tém
atividade similar a dos hormoénios vegetais e aumentam a absor¢cdo de nutrientes
e 0 crescimento vegetal (Vaughan e Malcolm, 1985; Chen e Aviad, 1990; Nardi et
al., 2002).



2.2 Processo de Humificagcéo

O processo de humificacdo do composto envolve mudangas significativas
na composicdo quimica dos residuos organicos, e tem sido avaliado pelas
alteracdes na relacdo C/N, indices de humificacdo e medidas espectroscépicas
incluindo UV-VIS (ultravioleta-visivel), IV-TF/DRIFT (Infravermelho com
Transformada de Fourier e Refletancia Difusa) e RMN (Ressonancia Magnética
Nuclear) (Domeizel et al., 2004; Plaza e Senesi, 2009).

A elevada relacdo C/N do residuo torna lento o processo de transformacao
da MO. Além disso, baixas taxas de decomposicdo também sé&o justificadas pela
recalcitrancia dos compostos organicos presentes conferida tanto pela elevada
massa molar, como pela capacidade de mudultiplas interacdes (Huang e Hardie,
2009) ou pelo baixo conteudo de N.

Outros indices baseados na natureza quimica dos compostos organicos
tém sido usados na avaliagdo da maturidade de compostos e vermicompostos.
Tais indices baseiam-se no conteudo de SH, AH e fulvicos (Domeizel et al.,

2004). Os indices mais usados séo apresentados no Quadro 1.

Quadro 1. indices de maturacdo da matéria organica

Razao de humificacéo Can/C Inbar et al. (1990)
Taxa de extracdo Csu/C Morel et al. (1979)
Taxa de Humificacéo (CantCar/C) x 100 Plaza e Senesi (2009)
Razao AH/AF Can/Car Sugehara e Inoko (1981)
indice de polimerizacéo Cre/Csh Morel et al. (1979)

Adaptado de Domeizel et al. 2004

Onde: Can, Csh, Crr, Car € C representam o conteudo de carbono nos
acidos humicos, substancias huamicas, fracéo falvica, acidos fulvicos e carbono

total oxidavel, respectivamente.



Jimenez e Garcia (1992) estudaram a utilizacdo desses indices na
avaliagdo do processo de transformacédo de residuos organicos e, com ajuda da
APC (procedimento estatistico multivariado pela andélise de componentes
principais), indicaram a relacdo Can/Car como o0 melhor indicador da maturidade e
humificacdo. O problema associado ao uso dos indices baseado no contetdo das
SH esta no procedimento analitico de extragdo considerado demorado e tedioso.

De acordo com Piccolo (2002) a estabilizacdo da MO ocorre em dois
passos: biodegradacdo dos componentes celulares e autoagregacao dos produtos
da biodegradacédo e ressintese microbiana. Dessa forma, ndo € necessério a
formacao de novas ligagOes co-valentes para aumentar o grau de humificacdo da
MO. A humificacdo, nessa concepc¢do, € a progressiva autoassociacdo das
biomoléculas que resistem a biodegradacao e produtos organicos transformados
durante ciclos de umedecimento e secagem. As supra-estruturas s&o
termodinamicamente separadas pelo meio aguoso e adsorvidas na superficie dos
minerais e/ou outros agregados humicos preexistentes no caso da
vermicompostagem. A exclusdo da agua significa diminuicdo da degradacéo
microbiana e aumento da persisténcia da matéria humica (Goebel et al., 2005).

A estabilizacdo da MO €, portanto, sinbnimo de prote¢cdo contra a
mineralizacdo. O primeiro mecanismo responsavel é a preservacao seletiva dos
compostos que leva a acumulacdo de moléculas recalcitrantes (Spaccini e
Piccolo, 2009). Os residuos vegetais e 0s estercos sao as principais fontes de
compostos de carbono para formacdo de humus de minhoca. Esses residuos
conforme Kdogel-Knaber, (2000) sdo formados por uma mistura complexa de
produtos organicos compostos principalmente por polissacarideos (amido,
celulose, hemicelulose e pectina: 50-60%) e ligninas (15-20%), mas também de
proteinas, polifendis (taninos), clorofila, cutina e suberina, lipideos e graxas (10-
20%). A quantidade de cada um desses compostos varia com o material a ser
compostado. Esses componentes organicos séo utilizados como substratos para
obtencao de energia pelos microrganismos.

De acordo com Sollins et al. (1996), as propriedades moleculares que mais
influenciam na taxa de decomposicdo sao: tamanho molecular; polaridade;
ligacOes éter, presenca de C-quaternario; fenil e grupos N heterociclicos e longas

cadeias de hidrocarbonetos hidrofobicos. De forma simplificada, a complexidade
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molecular (tamanho molecular associado a capacidade de fazer reacdes inter e
intramoleculares) parece estar associada a recalcitrancia. Além disso, uma das
caracteristicas das substancias macromoleculares facilmente decompostas é a
ocorréncia de ligacdes hidrofilicas (Lutzow et al., 2006). Essas ligacbes sao
rompidas pelas hidrolases: um grupo genérico e sempre presente de enzimas
(celulase, glicosidase, amidase, pectinase, xilanase, proteases, quitinases) com
habilidade para quebrar ligacbes éster-, glicosidica-, éter-, peptidica e outras
ligacdes C-N (Lutzow et al., 2006).

Assim, 0s biopolimeros mais recalcitrantes a degradacédo sao aqueles que
contém anéis arométicos como as ligninas e moléculas polimetilénicas tais como
lipideos, graxas, cutina e suberina (Derenne e Largeu, 2001). As ligninas contém
ligacdes ndo hidroliticas, ou seja, somente ligacdes alifaticas-, alquil-aril e diaril.
Portanto, ndo € facilmente degradada e pode se acumular durante a fase inicial
da decomposicdo dos residuos. Esse conceito de preservacdo seletiva foi
guestionado por uma série de autores. A concentracdo de ligninas é baixa em
solos agriculturaveis indicando que pode ser decomposta rapidamente nessas
condicbes (Kdgel-Knaber, 2000). O uso da RMN *3C no estado sélido permitiu
verificar que a lignina pode ser rapidamente degradada e n&o parece ser
estabilizada durante a vermicompostagem (Venceslas-Akpas, 1997). JA o C-
alquilico em estruturas polimetilénicas € considerado uma forma bastante
recalcitrante de C (Derene e Largeu, 2001) devido a sua hidrofobicidade.

Determinar a hidrofobicidade das SH nao € uma tarefa simples e a RMN de
13C tem sido usada para estabelecer indices relativos tais como o indice de
hidrofobicidade definido pela razdo entre a soma das regides de deslocamentos
guimicos de C-aromaticos e C-alquilicos e a soma das regifes de C-O alquilico e
COOH (Piccolo, 2002). A espectroscopia de IV-TF/DRIFT também permite a
obtencdo de indices relativos de hidrofobicidade, tais como a razdo entre as
bandas de absorcdo de estiramentos C-H (entre 2930 e 2850 cm™) e de
polissacarideos (1010 a 1160 cm™) (Inbar et al., 1989). Em solucdo, a
hidrofobicidade das SH pode ser facil e rapidamente acessada por meio da
cromatografia liquida de alta performance com fase reversa (RP-HPLC, em inglés
Reverse phase - High performance liquid chromatographic) utilizando colunas de

natureza hidrofébica (C-18). Em tese, compostos mais hidrofilicos interagem
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pouco com a coluna e séo eluidos rapidamente. Ja 0s compostos mais
hidrofobicos reagem com a matriz da coluna e por isso ficam mais tempo

adsorvidos (maior tempo de retencao).

2.3 Caracterizagdo Quimica da Matéria Himica

Existem varios métodos disponiveis para determinacdo da distribuicdo de
massa/tamanho molecular das SH, como ultracentrifugacdo, viscosimetria,
crioscopia, espalhamento de luz, difracdo de raios X, osmometria por pressao de
vapor, entre outros (Cabaniss et al., 2000). As técnicas cromatogréficas baseadas
no principio da exclusdo por tamanho em gel (CGE) e cromatografia liquida de
alta performance por exclusdo de tamanho (HPSEC, em inglés High Performance
Size Exclusion Chromatography) sdo os métodos mais frequentemente usados,
devido a simplicidade na obtencao de resultados (Janos, 2003). Atualmente tem
sido enfatizado o uso de colunas rigidas, cujo empacotamento é compativel com
a instrumentacdo da HPLC. Assim, a HPSEC tornou-se uma ferramenta
importante na caracterizacdo das SH, uma vez que favorece a elucidacao de seu
comportamento associativo em solugéo (Conte e Piccolo, 1999; Silva et al., 2000;
Sierra et al., 2006; Peuravuori e Pihlaja, 2007). O processo de exclusao por
tamanho baseia-se na velocidade diferencial de migracdo dos componentes de
diferentes tamanhos em uma coluna especifica, na qual moléculas maiores sdo
eluidas e percorrem mais rapidamente o caminho entre os poros da coluna; e
moléculas menores percorrem por dentro dos poros da fase estacionaria da
coluna, tendo assim um tempo maior de retencéo dentro da coluna.

A hidrofobicidade da MO tem sido avaliada por diferentes métodos
operacionais. A RP-HPLC (Reverse Phase - High Performance Liquid
Chromatography) tem sido usada para distinguir fragdes hidrofilicas e hidrofobicas
da MO (Guggenberger et al. 1994). Entretanto, a dificuldade no estabelecimento
de métodos de analise ainda é um obstaculo na determinac&o da hidrofobicidade
da MO (Abbt-Braun e Frimmel, 1999). Egeberg e Alberts (2002) demonstraram
através da RP-HPLC a influéncia do pH e da forca i6nica na determinacdo da

hidrofobicidade da MO e observaram que o pH é o principal fator de influéncia, ja
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que existe uma fracdo que é hidrofilica em qualquer valor de pH. A utilizagdo da
RP-HPLC com colunas de fase-reversa e carater hidrofobico (C-18) tem fornecido
informacdes importantes a cerca da hidrofobicidade das SH. Varios trabalhos tém
sido conduzidos no sentido de demonstrar a influéncia da hidrofobicidade sobre o
solo. Estudos iniciais de Martin e Synge (1941) e Consden et al. (1944)
demonstraram que a cromatografia pode fornecer informagdes quantitativas sobre
a hidrofobicidade de moléculas em solucdo. Sullivan (1990) mostrou que a
distribuicdo n&o-uniforme da hidrofobicidade da MO no solo pode retardar a
entrada de agua nos agregados e assim aumentar sua resisténcia a hidratagao
(repeléncia a agua). Desta forma, solos que contém MO de natureza mais
hidrofébica sdo capazes de formar agregados mais estaveis do que aqueles que
possuem MO mais hidrofilica. Atanassova e Doerr (2010) verificaram que a
extracdo de compostos lipofilicos modifica a capacidade de infiltracdo de agua
nos agregados do solo. A hidrofobicidade da MO também tem sido relacionada
com a capacidade de formacédo de complexos argilo humicos estaveis (Laird et
al., 2001). Segundo Bastos et al. (2005), a adicdo de moléculas organicas com
acentuado carater hidrofébico e hidrofilico na sua estrutura, como os AH, foi

capaz de melhorar a agregacao de solos com grau de intemperismo avangado.

As espectroscopias no estado sélido (IV-TF/DRIFT e RMN de *3C) sao
ferramentas poderosas para o exame detalhado de mudangas na composi¢céao dos
compostos de carbono durante a vermicompostagem. Chen et al. (1989)
demonstraram que durante a vermicompostagem o conteudo de carboidratos
decresceu enquanto que o de C-aromatico e grupos carboxilicos aumentaram.
Resultados similares foram obtidos por Sen e Chandra (2007) que verificaram
rapido aumento durante o periodo inicial de vermicompostagem, da intensidade
de sinais relativos a C-aromaticos e C-alifaticos, enquanto que o sinal atribuido a
ligagdo O-C alquilico diminuiu. Vinceslas-Akpa e Loquet (1997) encontraram
aumento de celulose (em massa e volume) no final da vermicompostagem com
consequente decréscimo no conteudo de ligninas. Apesar de ndo permitir um
nivel de detalhamento na andlise da funcionalidade da matéria humica, quando
comparavel a RMN de *C, a espectroscopia na regido do IV-TF/DRIFT tem um
custo muito mais baixo associado a enorme rapidez (a escala de obtencdo dos

espectros é de horas/dia para RMN de *C e de segundos para IV-TF/DRIFT).
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Com o aumento do uso de técnicas instrumentais cada vez mais
sofisticadas que tentam elucidar o comportamento da MO e suas caracteristicas
relacionadas com a inducdo do crescimento vegetal, tornou-se imprescindivel o
uso de técnicas de tratamentos de dados mais complexas do ponto de vista
matematico e estatistico. De maneira que o modelo matematico seja capaz de
explicar o fenbmeno observado e que também seja capaz de proporcionar
previsbes dentro e, se possivel, fora dos limites investigados (Gaudio e
Zandonade, 2001), citado por Dobbss (2010).

Com o advento da tecnologia computacional técnicas analiticas
multivariadas estdo sendo amplamente utilizadas nas diversas é&reas do
conhecimento. Segundo os estatisticos Hardyck e Petrinovich (1976), os métodos
de analise multivariada predominardo no futuro e resultardo em drasticas
mudanc¢as na maneira de como profissionais de pesquisa pensam e planejam
suas pesquisas (Hair et al., 2005). Uma analise multivariada considera diferentes
variaveis relacionadas simultaneamente, sendo todas consideradas igualmente
importantes. Trata-se de uma analise exploratdria, que gera hipéteses, e ndo uma
técnica confirmatéria, como nos testes de hipGtese, nos quais se tem uma
afirmacdo a respeito da amostra em estudo. Embora, as vezes, possa ser
utilizada para confirmacédo dos eventos (Hair et al., 2005), citado por Vicini (2005).
Dentre as técnicas de analise multivariada mais estabelecida estéo: (a) analise de
componentes principais e andlise dos fatores comuns, (b) regressdo mdultipla e
correlagdo mudltipla, (c) analise discriminante multipla, (d) analise multivariada de
variancia e co-variancia, (e) analise de grupamentos e (f) escalonamento
multidimensional (Hair et al., 2005).

A andlise de componentes principais foi inicialmente descrita por Karl
Pearson (1901), mas foi Hotelling (1933) que denominou o termo “Principal
Component Analysis”. Esta é considerada um meétodo fatorial, pois a reducdo do
namero de varidveis ndo se faz por uma simples sele¢do de algumas variaveis,
mas pela constru¢do de novas variaveis sintéticas, obtidas pela combinagéo linear

das variaveis iniciais (Bouroche, 1982).
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2.4 Bioatividade das Substancias Humicas

Desde o inicio do século passado ja se conhecia a propriedade dos AH de
estimular o crescimento vegetal quando usados em concentracdes relativamente
pequenas (Bottomley, 1917). Varios mecanismos de acdo tém sido propostos
para explicar como as SH podem induzir o crescimento radicular. Os mais
tradicionais se referem a formacdo de complexos solUveis com metais,
especialmente com os cations que também sdo micronutrientes e encontrados em
pequena concentracdo na solucdo do solo (Cesco et al., 2002); também foi
popular a explicagdo de que a acao surfactante das SH poderia levar ao aumento
da permeabilidade das membranas bioldgicas (Visser, 1987) e por conseguinte ao
aumento da absorcéo de ions. Se por um lado o aumento da permeabilidade das
membranas aumenta a entrada de ions, por outro facilita a saida ja que o referido
aumento nao € seletivo. Além disso, sdo varios 0s experimentos com acao
fisiolégica de SH (Vaughan e Malcolm, 1985; Nardi et al., 2009) nos quais sdo
usados meios sem a presenca de nutrientes. O formato das curvas de dose-
resposta (bell-shape curve) tipicas de SH sugere uma acéo do tipo hormonal.

As auxinas, principal hormdnio envolvido no enraizamento, induzem o
aumento de H*-ATPase de membrana plasmatica nas plantas (Frias et al., 1996).
As bombas H* membranares acidificam o apoplasto e deixam a parede celular
mais maledvel facilitando o elongamento celular (Hager et al., 1991; Frias et al.,
1996). A ativagdo das bombas de H* também promove a nutricio vegetal pela
geracdo do gradiente eletroquimico que dirige o transporte idnico através das
membranas celulares via sistemas transportadores secundarios. Uma revisdo do
papel das bombas no crescimento vegetal pode ser encontrada em Morsomme e
Boutry (2000). A presenca de moléculas ou unidades bioativas semelhantes as
auxinas ligadas ou agregadas as SH foi relacionada com a inducéo de sitios de
mitose nas raizes e ativacdo das H'-ATPases (Canellas et al., 2002). Foi
observado anteriormente, por meio de imunoensaios (Muscolo et al., 1998) ou
deteccdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(Canellas et al., 2002), a presenca de unidades estruturais semelhantes ao acido

indol acético (AIA) em AH. Muscolo et al., (1998) também observaram que AH
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isolados de vermicomposto podem induzir a proliferacdo de raizes laterais em
plantulas de milho que, por sua vez, sdo formadas por células com membranas
enriguecidas com H*-ATPases (Jahn et al., 1998). Além disso, verificou-se que os
AH podem aumentar a expressio das H'-ATPases nas membranas e Canellas et
al. (2002) justificaram esse fendmeno a luz da teoria do crescimento &cido que
postula a acidificacdo do apoplasto, causado pela ativacdo das bombas de H”
como evento essencial para a expansao celular (Rayle e Cleland, 1992). Tem sido
relatado que a auxina pode induzir a sintese de H*-ATPase (Hager et al., 1991)
pelo mecanismo de indugdo pos-transcripcional (de mRNA de H*-ATPase) das
isoformas (Mha2) expressas em milho (Frias et al., 1996). Quaggiotti et al. (2004)
verificaram superexpressdo desse gene em plantas tratadas com SH. Uma
revisdo sobre o efeito das SH nas bombas de H* membranares pode ser
encontrada em Canellas et al. (2006). Além disso, as SH podem estar envolvidas
na indugdo da sinalizagdo celular uma vez que foi observada uma ativacao
concertada entre as bombas de H" da plasmalema e tonoplasto (Zandonadi et al.,
2007). Recentemente, Dobbss et al. (2010) utilizando plantulas transgénicas de
tomateiro Micro Tom com gene repoérter DR5::GUS visualizaram a rota de
sinalizacéo utilizada por auxinas estimuladas por SH isoladas de vermicomposto.

Os efeitos das SH sobre a fisiologia das plantas geralmente é reconhecido
como resultado da promocéo do crescimento radicular (Vaughan e Malcon, 1985;
Chen e Aviad, 1990; Nardi et al., 2002). Isso permite que planta explore um
volume maior de solo, além de representar um processo importante na adaptacao
das plantas a ambientes com baixo conteddo de nutrientes disponiveis ou
submetidos a estresse hidrico (Fitter, 1991).

Muscolo et al. (2007) postularam que a interacdo entre a matéria humica e
o sistema radicular € possivel na rizosfera quando moléculas himicas em solucao
tém tamanho suficiente para permitir seu fluxo no apoplasto e atingir as
membranas celulares. Dessa forma, uma série de trabalhos (como os de Piccolo
et al., 1992; Nardi et al., 2002; Quaggiotti et al., 2004; Muscolo et al., 2007; Nardi
et al., 2007) relacionaram os AF como a fragcdo das SH de maior bioatividade.
Entretanto, fragbes de distribuicdo de massa molecular maior tais como os AH
resultantes de vermicompostos tém reconhecida bioatividade (Canellas et al.,
2002). Aguiar et al. (2009) e Canellas et al. (2010) utilizaram a cromatografia por
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exclusdo em gel de sephadex e a HPSEC e n&o encontraram qualquer relacdo
entre a distribuicdo de massa molecular e a bioatividade das SH avaliadas tanto
pela inducdo na emergéncia das raizes laterais como pela promocao da atividade
das H*-ATPases de membrana plasmatica.

Assim, com o avangco da humificacdo durante o processo de
vermicompostagem € possivel que se obtenha material hUmico de maior atividade
biolégica e que o ensaio com plantas seja um bom indicador do momento
oportuno para extracdo de matéria humica a ser utilizada como promotor do

crescimento vegetal.

2.5 Bioatividade das substancias humicas e hidrofobicidade

O estabelecimento da relagdo entre a composicdo estrutural e a atividade
biolégica das SH é de extrema importancia para o desenvolvimento de insumos
bioldgicos para a agricultura. No entanto, isso ndo é uma tarefa simples, visto a
complexidade molecular das SH e sua acdo em diferentes rotas metabdlicas de
plantas (Carletti et al., 2008). Estudos prévios demonstraram que as SH em
solucdo aquosa apresentam comportamento tipico de micelas heterogéneas
(Smejkalova e Piccolo, 2008), cujas estruturas supramoleculares possuem
“‘dominios hidrofébicos” que favorecem interagdes moleculares como moléculas
surfactantes, agua ou moléculas organicas em solugcéo (Nowick et al., 1994).

O papel da hidrofobicidade das SH e a sua atividade quimica no solo foram
discutidos por Piccolo (2002). Aléem da formacdo de agregados estaveis e
estruturacdo do solo, ele descreve o papel relevante das SH na preservacédo de
compostos labéis no solo e, portanto, no sequestro de carbono. Piccolo (1996)
postulou que os componentes hidrofébicos, derivados da degradacédo de plantas
ou da ressintese de microrganismos, sao capazes de incorporar moléculas
hidrofilicas nos seus dominios hidrofébicos e protegé-las contra a degradacéo.
Spaccini et al. (2000) mostraram que 0Ss compostos organicos liberados no solo
por mineralizacdo de residuos vegetais frescos sdo armazenados na fracao
hidrofilica de AH, que sao, por sua vez, estabilizados contra a degradacéo
microbiana pelos dominios humicos mais hidrofobicos. Além disso, Spaccini et al.
(2002) utilizando um composto de facil degradacdo marcado isotopicamente,
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demonstraram que a adicdo de matéria humica de natureza hidrofébica no solo
protegeu o composto da degradacao bioquimica.

O processo de “aprisionamento” de moléculas hidrofilicas bioativas nos
dominios hidrofébicos dos AH sugere que quanto mais hidrofébicas forem as SH,
maior € o potencial de incorporacao dessas moléculas. Neste contexto, especula-
se que dentro da estrutura complexa das SH, existem diferentes tipos e
concentracbes de moléculas bioativas, tais como as auxinas. Uma possivel
explicacédo se baseia na nova conformacao supra-estrutural das SH. Este modelo
postula a hipétese de que compostos de reconhecida capacidade de regulacdo e
estimulacdo do crescimento vegetal (hormoénios vegetais) estariam fracamente
unidos aos dominios hidrofébicos das SH (Piccolo, 2002). E que a liberacdo
dessas subunidades bioativas aconteceria pelo rompimento dessa estrutura
quando em contato com pequenas concentracdes de &cidos organicos, o que
favoreceria 0 acesso aos receptores fora ou dentro da célula (Piccolo et al.,1996;
Canellas et al., 2008b; Hottz-Rima et al., 2011).

Nebbioso e Piccolo (2011) mostraram uma grande quantidade de compostos
organicos ligados aos agregados humicos em diferentes niveis de interacdo. E
provavel que as SH atuem absorvendo ou liberando moléculas de sinalizacao, se
comportando como um regulador do equilibrio hormonal, no que diz respeito a
emergéncia das raizes laterais. Canellas et al. (2011), aplicando a mesma
abordagem “humeomic” proposta por Nebbioso e Piccolo (2011), verificaram que
AH submetidos a hidrélise alcalina e acida perderam a capacidade de inducao de
raizes lateral. Esses resultados ajudam a confirmar a hipétese de que os
dominios huamicos hidrofébicos protegem e preservam fragmentos moleculares
bioativos que, quando liberados em solucdo devido a alteragbes na sua
conformacao estrutural, podem interagir com receptores de plantas e induzir o

crescimento vegetal.
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3. HIPOTESE E OBJETIVO GERAL

A hipétese de trabalho é de que existe uma relacdo entre o tempo de
vermicompostagem dos diferentes residuos e a bioatividade dos AH. O objetivo
geral do trabalho foi avaliar algumas caracteristicas quimicas e a bioatividade dos
AH isolados de diferentes vermicompostos e em diferentes estadios de
maturacao.

3.1 Objetivos especificos

1. Produzir diferentes vermicompostos a partir da mistura de esterco bovino,

bagaco de cana-de-agucar e torta de girassol;

2. Avaliar o processo de transformacdo da matéria organica durante o
processo da vermicompostagem usando relacdo C/N, producdo de AH,

capacidade de troca de cations (CTC), composicdo elementar e
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distribuicdo de grupamentos funcionais através de técnicas de RMN de *3C

como parametros indicadores;

. Avaliar a natureza quimica dos AH em diferentes estadios de maturagéo do
vermicomposto por métodos cromatograficos (HPSEC e a RP-HPLC) e
espectroscopicos (CP-MAS RMN de *3C);

. Avaliar a bioatividade dos AH isolados em diferentes estadios de

maturacdo do vermicomposto através da avaliacdo do numero de raizes
laterais, atividade da H'-ATPase e medidas de acidez (extrusdo de

prétons) em solucéo contendo plantulas de milho tratadas com AH;

. Avaliar uma possivel atividade auxinica dos AH isolados em diferentes
estadios de maturacao do vermicomposto utilizando mutantes de tomateiro
variedade MicroTom com gene repérter sintético DR5::GUS responsivo a

auxina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Producao dos vermicompostos, amostragem e analises

Quatro diferentes compostos foram utilizados na producdo dos
vermicompostos: (VC1) esterco bovino; (VC2) esterco bovino + bagaco de cana
(1:1 viv massa seca); (VC3) esterco bovino + torta de girassol (1:1 v/v massa
seca); (VC4) esterco bovino + bagaco de cana-de-acucar + torta de girassol (1:1:1
viviv massa seca). Os residuos foram colocados em cilindros de concreto com
capacidade para 150 L e a umidade foi mantida entre 60-70% com adi¢cado de
dgua semanalmente, seguida de mistura do composto. Depois de
aproximadamente um més, foram introduzidas as minhocas (Eisenia foetida) na
propor¢ao de 5 kg por m? de residuo. Ao final do processo de vermicompostagem
(4 meses), as minhocas foram retiradas e o composto foi armazenado em
recipientes. Dois cilindros foram utilizados para amostragem de cada residuo
organico, nos diferentes tempos: 0, 30, 60, 90 e 120 ap0s a adigdo das minhocas.
As amostras coletadas foram rigorosamente misturadas, secas, moidas,
peneiradas. O carbono organico total e o conteudo de N total foram determinados
por combustdo seca no analisador automatico CHN.
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4.2 Extragdo das substancias humicas

A extragdo das SH soluveis dos vermicompostos foi realizada com NaOH
0,1 mol L™, na razdo solvente: vermicomposto de 1:10 (v:v) em atmosfera inerte
de N,. A extracdo foi repetida até a obtencdo de extrato descolorido obtido, em
meédia, apoés cinco extracdes. Uma parte do extrato alcalino foi ajustado a pH 7,0 e
submetido ao processo de didlise contra agua destilada em membranas com
poros de exclusdo menor que 1000 Da. ApoGs a didlise, as SH alcalino soltveis
foram congeladas e secas por liofilizacdo. A outra parte do extrato alcalino foi
utilizada para a obtencdo dos AH mediante o ajuste do pH da solucdo até
aproximadamente 1,5 com HCI 6 mol L™, A operacéo de redissolucdo (com NaOH
0,1 mol/L) e precipitacdo (com HCI 6 mol L™) foi repetida trés vezes. Em seguida,
foram adicionados 200 mL de solucdo aquosa diluida de HF e HCI (preparada
com 5 mL de HCI concentrado e 5 mL de HF concentrado, sendo o volume da
solucdo completado para 1 L com &gua deionizada). A amostra ficou sob agitacéo
durante oito horas e os AH separados por centrifugacdo. Os AH foram lavados
com agua deionizada até teste negativo contra cloreto utilizando-se AgNO3. Antes
do congelamento os AH foram titulados até pH 7 com KOH 0,1 mol L™, logo ap6s
foram submetidos a dialise e secos por liofilizacdo. O sobrenadante produzido
com a acidificacdo do meio alcalino foi eluido em uma coluna preenchida com a
resina XAD-8 (0,33 g resina: 1 g vermicomposto). A coluna foi lavada com dois
volumes de agua destilada para retirada de compostos hidrofilicos livres e os
acidos fulvicos (AF) retidos na coluna foram eluidos com um volume de NaOH 0,1
mol L. Os AF foram titulados a pH 7,00 com HCI 0,1 mol L™, submetidos a
dialise, congelados e secos por liofilizacao.

A determinacdo dos teores de C oxidavel nos vermicompostos e nas
fracbes humificadas foi realizada ap6s a reagéo com K,Cr,0; 0,0866 mol L™ com
fornecimento de calor externo seguido da titulacdo com Fe(NH4)2(SO4),.6H,0 0,2

mol L.

19



4.3 Ressonancia Magnética Nuclear com Polarizagdo Cruzada e Rotacdo no
Angulo Méagico (**C CP-MAS NMR)

O processo de vermicomostagem foi analisado ao 0 e 120 dias utilizando
a espectroscopia *C CP-MAS NMR. Os espectros de vermicomposto e AH foram
obtidos no equipamento Bruker-400 equipado com sonda para amostras solidas
nas seguintes condi¢cdes experimentais: sequéncia de pulsos utilizada: CP/MAS,;
frequéncia de observacdo: 75,4 MHz para o °C; largura espectral de 50 kHz;
tempo de aquisicdo 50 ms; pulso de 5 ms (90 °); intervalo entre pulsos: de 4 s;
tempo de contato de 1 ms; nlcleo desacoplado na aquisicdo: 'H; modo
desacoplador: “gated”; e numero de transientes: 10.000. As areas dos sinais de
RMN foram integradas utilizando-se o software do espectrémetro Bruker
(Topspin) e hexametilbenzeno (HMB) (dmetilas = 17,3 ppm) como referéncia
secundaria. Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm e 0S espectros
integrados nas seguintes regides: C alquilico (0-50 ppm), C mono ou dioxigenado
ou C de peptideos (50-110 ppm), C aromaticos e olefinas (110-150 ppm), C
aromatico substituido por heteroatomo (150-165 ppm) e C em grupamentos

carboxilicos, cetonas, amidas ou éteres (165—200 ppm).

4.4 Andlise dos componentes principais (ACP)

A analise dos componentes principais (CP) permite a identificacdo das
medidas responsaveis pelas maiores variacées entre os resultados, sem perdas
significativas de informag6es, transformando um conjunto original de varidveis em
outro conjunto, os CP de dimensdes equivalentes (Vicini, 2005).

Para a determinacdo das CP, € necessério calcular a matriz de variancia-
co-variancia, ou a matriz de correlagdo, encontrar 0s autovalores e 0s autovetores
e, por fim, escrever as combinacfes lineares, que serdo as novas variaveis,
denominadas de CP (Regazzi, 2001). Consiste em encontrar combinagdes ndo
correlacionadas que descreva a variagao entre as amostras.

A ACP foi realizada no programa “Unscrambler” (CAMO Software AS,

Oslo, Norway). A matriz de dados foi representada por 16 amostras e 1024
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variaveis (espectros). O algoritmo usado para calcular os loadings e scores foi
SVD (Singular Value Decomposition). A validagdo do modelo foi realizada pelo
método “full cross-validation”. A diferenga entre os modelos completos e de

validacéo foi inferior a 10 %.

4.4 Cromatografia Liquida de Alta Performance por Exclusdo de Tamanho
(HPSEC)

A HPSEC foi utilizada para avaliar a distribuicdo da massa molecular
aparente (Mw) dos AH em diferentes estadios de vermicompostagem. O sistema
HPSEC YoungLin Acme 9000 (Seul, Korea) consiste de dois detectores em série,
um UV-Vis (YoungLin) operando a 280 e um indice de Refracdo, uma bomba
isocratica, um injetor automético e um loop de 100 pL para injecdo manual da
amostra. O sistema estd acoplado a um computador, que processa os dados pelo
software Autochro 3000. A separacao por exclusao de tamanho se deu através da
coluna BioSep- SEC S200 Phenomenex, com 300 mm de comprimento, 7,8 mm
de didametro interno e 5 ym de didmetro de poros. A pré-coluna Polysep-GFC-
Guard Column, com 35 mm de comprimento, 7,8 mm de diametro interno e 0,2
um de diametro de poros, foi usada para proteger a coluna de possiveis
contaminacgdes presentes nas amostras. O tampéao fosfato (NaH,PO,4 0,0625 mol
L-1, pH 7,0 e forca i6nica 0,104 mol L-1) foi usado como eluente (fase movel),
com fluxo de 1,5 mL min™ em alta pressdo. O volume injetado na coluna foi de 20
L na concentracéo de 0,5 g L™ de AH. O indice relativo de Mw foi calculado pela
razdo dos componentes de menor massa molecular (M, 2) pelos componentes de

maior massa molecular (M, 1).
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4.5 Cromatografia Liquida de Alta Performance com Fase Reversa (RP-
HPLC)

A RP-HPLC foi utilizada para avaliar a hidrofobicidade dos AH ao longo
do processo de vermicompostagem. Foi utilizado o sistema RP-HPLC YoungLin
Acme 9000 (Seul, Korea) que consiste de dois detectores em série, um UV-Vis
(YoungLin) operando a 254 nm e um Iindice de Refracdo; uma bomba isocratica,
um injetor automatico e um loop de 100 pL para injecdo manual da amostra. O
sistema estava acoplado a um computador, que processa os dados pelo software
Autochro 3000. Utilizou-se a coluna Supelcogel (USA): Nucleosil C-18, com 7 mm
de didmetro interno e 25 mm x 4 mm de comprimento. As amostras foram
dissolvidas em KOH 0,01 mol L™ e diluidas em agua Mili-Q (ultrapura), em
seguida filtradas em membranas com poros de 13 mm . Acetonitrila e agua Mili-Q
foram utilizadas como fase mével na proporcgéo 60 : 40 % vv, respectivamente. O
volume injetado na coluna foi de 20 pL na concentracéo de 0,5 g L™ de AH, com
fluxo de 0,5 ml min™. O indice de hidrofobicidade foi obtido pela razdo da éarea
hidrofilica (H,) pela hidrofébica (Hg). Considerando que o primeiro pico
corresponde aos componentes hidrofilicos, ou seja, que pouco interage com a
matriz da coluna (fase estacionaria) e que o segundo representa 0os componentes
hidrofébicos, que ficaram mais adsorvidos na fase estacionaria da coluna

cromatografica.

4.6 Analise de raizes laterais de plantulas de milho

Sementes de milho (Zea mays L., var ‘UENF 506-6’), foram esterilizadas
através da imersdo em uma solugdo de NaClO 1.0% por 30 minutos e, depois,
colocadas em agua destilada por um periodo de seis horas apds a lavagem. Em
seguida, as sementes foram acondicionadas em papel, para germinagdo no
escuro, a 28°C. Quatro dias apos a germinacao das sementes, as plantulas foram

transferidas para um meio minimo contendo CaCl, 2 mM e 20 mg C L™ de AH
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extraidos dos diferentes vermicompostos ao longo da vermicompostagem. O pH
da solucédo foi ajustado para 5,8. Apds cinco dias, as plantulas foram coletadas e
avaliadas. O meio minimo (CaCl, 2 mM) foi utilizado a fim de evitar qualquer
influéncia dos nutrientes, que poderiam funcionar de maneira sinergistica com os
AH, estimulando o desenvolvimento radicular e o metabolismo das plantulas (e.g.
Pinton et al., 1999).

4.7 Medida de acidez em solucao

A bioatividade dos AH foi avaliada pela medicdo de acidez em solucao
contendo plantulas de milho tratadas com AH. Foi utilizada a concentracéo de 2,0
mM de C de AH (Dobbss et al., 2010). Nesse experimento, 0 meio minimo (CaCl,
2 mM) foi utilizado a fim de evitar qualquer influéncia dos nutrientes, que poderiam
funcionar de maneira sinergética com os AH, estimulando o desenvolvimento
radicular e o metabolismo das plantulas. Sementes de milho (Zea mays L., var.
UENF 506-6) foram esterilizadas com uma solugdo de NaClO 1,0% por 30
minutos, e, em seguida, colocadas em agua destilada por um periodo de seis
horas apés a lavagem. As sementes foram acondicionadas em papel germitest,
no escuro a 28°C. Quatro dias apds a germinacdo das sementes de milho, as
plantulas foram transferidas para o meio minimo contendo CaCl, 2 mM e a
concentragédo de 2,0 mM C de AH. As plantas foram submetidas ao tratamento
com e sem AH durante 48 horas. Apos este periodo, as plantas foram transferidas
para um recipiente com 50 mL de uma solucdo de CaCl, 2mM com pH 7. Apés 24
horas foi medida acidez (pH) da solu¢gdo com potenciémetro Orion da Thermo Inc.
As raizes foram digitalizadas e secas em estufa de ar forgcado. A acidez do meio
foi expressa em mM H* g massa seca de raiz. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com 10 repeticbes por tratamento,
cujo modelo matematico pode ser descrito como: Yj = g + t + ej, onde: Yj =
resposta experimental medida na unidade experimental j submetida ao tratamento

i; L = média geral; t; = efeito relativo ao tratamento i; e;; = erro aleatorio. Foi feita a
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analise da variancia e as médias comparadas pelo teste DMS P < 0,05 pelo

programa SAEG.

4.8 Atividade da H'-ATPase de membrana plasmatica

Plantulas de milho (hibrido UENF 506-6) foram crescidas durante sete
dias em meio minimo contendo 2,0 mM L™ de CacCl, (controle) ou suplementado
com AH isolados do VC2 (aos 120 dias) concentracéo equivalente a 2,0 mM L™
de C. As vesiculas da fracdo microssomal (membranas do vacuolo e plasmatica)
foram isoladas de raizes de plantulas de milho utilizando-se a centrifugacéo
diferencial, como descrito por De Michelis e Spanswich (1986). Resumidamente,
10 g (massa de tecido fresco) de raizes de milho foram homogeneizadas usando
grau e pistilo em 20 mL de meio de extracdo gelado com 0,250 mol L™ de
sacarose, 10 % de glicerol (m:v), 0,5 % de PVP-40 (polivinilpirrolidona-40 KDa),
0,002 mol L* de EDTA (Acido etileno diamino tetracético), 0,2 % de BSA
(albumina sérica bovina) (m:v) e 0,1 mol L™" de tamp&o Tris [tris-(hidroximetil)
aminometano] -HCI, pH 7,8. Imediatamente antes do uso foram adicionados 0,150
mol L-1 de KCI, 0,002 mol L* de DTT (ditiotreitol) e 0,001 mol L de PMSF
(fluoreto de metilfenilsulfonil). A manipulacdo das raizes até a obtencao do
homogenato, bem como as centrifugacdes, teve a temperatura controlada a fim
de que ndo excedesse 4 °C. Além disso, o pH do tampéao de extracdo também foi
monitorado durante o procedimento, mantendo-se na faixa de 7,2-7,6. Apés a
maceragao, o homogenato resultante foi filtrado por meio de quatro camadas de
gaze e submetido a centrifugacdo em uma centrifuga himac CP (HITACHI) a
1.700 g durante 12 min. O sobrenadante foi coletado e submetido a uma nova
centrifugacdo a 10.000 g por 15 min em uma ultracentrifuga himac CP 85b
(HITACHI), utilizando o rotor P70. O sobrenadante foi submetido a nova
centrifugacéo (100.000 g por 40 min). O precipitado dessa nova centrifugacao,
denominado fragdo microssomal, foi ressolubilizado em meio de ressuspenséo. O
precipitado foi coletado e ressuspendido em 1 mL de solucédo-tampao (glicerol 15
% (v:v), DTT 0,001 mol L™, PMSF 0,001 mol L™, 0,01 mol L™ de Tris-HCI pH 7,6 e

EDTA 0,001 mol L) e armazenado em freezer a -70 °C por ndo mais que trés
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semanas. A atividade de hidrélise da H*-ATPase foi determinada de acordo com o
método de Fiske e Subbarow (1925). A reacdo foi iniciada com a adi¢cdo da
proteina e interrompida por meio da adi¢do de acido tricloroacético (TCA) gelado
para uma concentracao final de 10 % (v/v). O meio de reacdo continha 0,01 mol
L-1 de Mops [4cido 3-(N-morfino) propano sulfénico]-Tris pH 6,5, 0,003 mol L™ de
MgCl,, 0,1 mol L™ de KCI, 0,001 mol L™* de ATP e 50 ug de proteina. Cerca de 75
% da atividade da H*-ATPase das vesiculas foi inibida por 0,0002 mol L™ de
vanadato, um inibidor muito eficiente da ATPase do tipo P (De Michelis e
Spanswick, 1986). Em todos os experimentos, a atividade hidrolitica da H’-
ATPase foi medida a 32 °C, com ou sem vanadato, e a diferenca entre essas

duas atividades foi atribuida a ATPase do tipo P.

4.9 Ensaio com mutantes de tomateiro variedade MicroTom com gene
reporter sintético DR5::GUS

Sementes de plantas transgénicas de tomate da variedade MicroTom
DR5::GUS foram esterilizadas com hipoclorito 30% durante 5 minutos sob
agitacdo e colocadas para germinar em caixas gerbox em uma BOD (27° C).
Quatro dias ap6s a germinacdo, foram tratadas com os AH isolados dos
vermicompostos. As plantulas foram tratadas durante quatro dias com 50 mg de
AH L* em solucdo com CaCl, 2 mM L™, 10 mM de AIA ou CaCl, 2 mM L*
(tratamento controle). As andlises histoquimicas foram realizadas de acordo com
0 procedimento descrito anteriormente por Jeferson et al. (1986). O ensaio
histoquimico € um método qualitativo, baseado na clivagem do substrato 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucuronideo (X-gluc) pela B-glucoronidase. O produto
dessa reacdo, na presenca de oxigénio, forma dimeros, resultando em um
precipitado insoluvel de cor azul. A microscopia 6tica foi utilizada para avaliar os
segmentos de raizes corados. As sementes foram gentilmente cedidas pelo

Dr.José Luiz Garcia-Martinez da Universidad Politécnica de Valéncia, Espanha.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo dos vermicompostos

O processo de vermicompostagem foi monitorado para avaliar as principais
mudancas ocorridas nas caracteristicas quimicas. A Figura 1 apresenta as
mudancas ocorridas na CTC, na relacdo C/N e no conteudo de AH extraido do
vemicomposto ao longo do processo de vermicompostagem. A CTC (Figura 1A)
aumentou consideravelmente ao final do processo de vermicompostagem. As
transformacdes quimicas ocorridas nos residuos decorrentes da acdo de
microrganismos e minhocas sdo conhecidas como reacdes de bioxidacdo, e
resultam na fragmentacédo fisica e enriquecimento de produtos da degradacéo.
Exoenzimas acessam seus substratos produzindo reagbes de oxidagao e
consequentemente grupamentos funcionais oxigenados capazes de sofrer

ionizacao e contribuir para a CTC da MO. Os resultados da CTC estao dentro da
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faixa recomendada por Jimenez e Garcia (1992) para produtos estabilizados, ou
seja, valores de CTC superiores a 60 cmol. kg™.
A Figura 1B apresenta a relacdo C/N dos diferentes vermicompostos. O
VC2 apresentou a maior relacdo no inicio da vermicompostagem, seguido do
VC3, VC1 e VCA4. A partir dos trinta dias de vermicompostagem, o VC2 sofreu
queda significativa na relacdo C/N e praticamente se manteve estavel até os
cento e vinte dias. Os demais vermicompostos apresentaram diminuicdes na
relacdo até os sessenta dias, e entdo se mantiveram sem grandes mudancas até
o final do processo. A relacdo C/N é um dos mais importantes parametros no
controle do processo de compostagem e na determinacdo do grau de maturacao
(Jiménez e Garcia, 1989; Stevenson,1982 e Kononova, 1996). Os resultados aqui
encontrados ja eram esperados visto que o processo de humificagcdo promove
uma diminuicdo na relagdo C/N (Atiyeh et al., 2002). Ao final da
vermicompostagem a relagédo C/N de todos os vermicompostos estava dentro da
faixa permitida, indicando que o processo de maturacdo dos compostos foi
satisfatorio.
A Figura 1C apresenta os teores de AH extraidos dos vermicompostos.
Os maiores teores de AH foram encontrados nos VC2 e VC4 no final da
vermicompostagem, enquanto que o VC1 e VC3 pouco se alteraram. O aumento
no teor de AH pode ser considerado um indicador de melhoria da qualidade do
hamus ou do incremento da atividade biolégica que promove a sintese de SH
mais condensadas, segundo Orlov (1998), citado por Canellas et al. (2001).
Xiaowei Li e Jian Yang (2010) analisando a composicdo e funcionalidade de
fracbes humicas de vermicomposto, também verificaram diminuicdo da relacéo
C/N e aumento no conteutdo de AH. Tais resultados sugerem que a
vermicompostagem é uma tecnologia eficiente para producédo de matéria organica

humificada de qualidade.
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Figura 1. Mudancas na CTC= extraida com acetato de aménio a pH 7, relacao
C/N e teor de acidos humicos (AH) extraidos de diferentes vermicompostos:
(VC1) esterco bovino, (VC2) esterco bovino e bagaco de cana, (VC3) esterco
bovino e torta de girassol e (VC4) esterco bovino, bagaco de cana e torta de
girassol, em diferentes estadios de maturacéo (0, 30, 60, 90 e 120 dias).
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5.1.1 Ressonancia Magnética Nuclear de **C com Polarizacdo Cruzada e
Rotacdo no Angulo Magico (**C CP-MAS NMR) do vermicomposto

A anélise de RMN de *C das amostras de vermicomposto foi realizada no
tempo zero e no final do processo para avaliar a caracteristica do material final.
Os espectros podem ser observados na Figura 2 e a abundancia relativa das
espécies de C nos grupos funcionais € mostrada no Quadro 2.

Os espectros de RMN de *C foram divididos em diferentes regides
segundo os deslocamentos quimicos dos grupamentos funcionais encontrados.
Na regido de C-alquilico (0-45 ppm), contribuem para a regido alifatica do
espectro, e é composta por grupos (CH>), e grupos (CHs), terminal de compostos
lipidicos de plantas e microrganismos, como graxas e poliésteres alifaticos
(Deshmukh et al., 2005). A regidao alifatica oxigenada (O-alquila e di-O-alquila
45-110 ppm) ¢é tipica de carboidratos, como unidades monoméricas de
oligossacarideos e cadeias de polissacarideos, presentes em tecidos de plantas
lenhosas (Johnson et al., 2005). O sinal em 56 ppm também pode ser associado
ao substituinte metoxil em anéis aromaticos de guaiacila e siringila (unidades da
estrutura da lignina), ou a ligagdes C-N em aminoacidos (Hatcher, 1987). O sinal
intenso préximo a 72 ppm corresponde a estrutura de celulose e hemicelulose,
enquanto que o sinal em 106 ppm é atribuido ao C anomérico da celulose
(Wilson, 1987). A regido de 110-160 ppm é tipica de anéis aromaticos (110-140
ppm) e fendis (140-160 ppm) pouco decompostos e muitas vezes associados a
estrutura da lignina. A regido de 160-190 ppm esta relacionada a grupos
carboxilicos que determinam a hidrofilicidade das SH.

Todos o0s vermicompostos independentemente do tempo de
vermicompostagem apresentaram sinais tipicos destes grupamentos funcionais,
embora com diferentes abundancias relativas entre os vermicompostos e tempo
de maturacao (Figura 2). A regido de O-alquila (65-95) foi relativamente a mais
abundante em todos os espectros dos vermicompostos, principalmente nos VC2,
VC3 e VC4 que tiveram adi¢do de bagaco de cana e torta de girassol (Tabela 2).

O bagaco de cana € constituido por trés fracbes principais, celulose (50 %),
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hemicelulose (25 %) e lignina (25 %) (Pandey et al., 2000) que correspondem a
sinais tipicos de O-alquila.

Ao final do processo de vermicompostagem todos 0s vermicompostos
apresentaram diminuicao relativa na regido de O-alquila (65-95 ppm), sendo mais
acentuada nos vermicompostos VC2, VC3 e VC4. De acordo com Piccolo (2002)
a estabilizacdo da MO ocorre em dois passos: biodegradacdo dos componentes
celulares e autoagregacdo dos produtos da biodegradacdo e ressintese
microbiana. O processo de vermicompostagem € caracterizado pela alta atividade
biolégica proporcionada pelas minhocas, estas sdo conhecidas por digerir longas
cadeias de polissacarideos e melhorar a colonizacdo microbiana simultaneamente
(Raphael e Velmourougane, 2011). Também ¢é conhecido que diferentes
populacdes microbianas predominam nas diferentes fases da compostagem
(Ryckeboer et al.,2003). Segundo Sanchez (2009), os fungos tém uma grande
habilidade de decompor residuos organicos como lignina, hemicelulose e
celulose, sendo ativos principalmente na ultima fase da compostagem. Os fungos
decompositores produzem tipicamente o aminoacgUcar glucosamina, enquanto que
as bactérias produzem o acido muramico (Zhang et al., 1998; Mdller et al., 2002;
Simpson et al., 2004). Esse processo de degradacdo é de extrema importancia
para 0 processo de vermicompostagem e pode direcionar a neossintese de
compostos mais estaveis, como as SH.

Todos os vermicompostos apresentaram aumento na regiao de 110-160
ppm, tipica de C- aromético e fendlico, aos 120 dias. Segundo Mdller et al. (2002)
durante o processo de decomposicdo da lignina, ligacées intramoleculares entre
componentes de fenilpropanoides sdo clivadas e oxidadas, contribuindo com
derivados de compostos fendlicos no solo. O aumento relativo no contetudo de C-
aromaticos, ao longo da compostagem, sugere uma predominancia de materiais
lignino-celuldsicos e materiais hidrofobicos recalcitrantes.

Os VC1, VC3 e VC4 apresentaram diminuicdo de C-alquilico e
polissacarideos (metoxila) enquanto que o VC2 apresentou aumento nessa
regiao, ao final do processo. A diminuicdo de C-alquilico durante a compostagem
em VC1, VC3 e VC4 é um indicio da mineralizacdo de compostos lipidicos labeis
(Spaccini e Piccolo, 2007). A grande quantidade de celulose e lignina presente no
bagaco de cana pode ter levado ao acumulo relativo de C-alquilico no VC2, ja que
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0 processo de decomposi¢cdo pelos microrganismos se inicia por compostos mais
abundantes, o que consequentemente levaria a um acumulo seletivo de lipideos.

Os VC1 e VC2 apresentaram aumentos significativos na regido de grupos
carboxilicos, enquanto que o VC3 sofreu diminuicdo e o VC4 pouco se alterou
(Quadro 2). O aumento na abundéancia relativa de grupos carboxilicos contribui
para hidrofilicidade do material humico e pode ser produto da degradacéo
microbiana e ressintese de alguns compostos mais estaveis. O aumento no VC2
pode estar relacionado com C-alquilicos de longas cadeias metilénicas em acidos
graxos, enquanto no VC1 pode ser o resultado da degradacdo da celulose e
lignina por microrganismos presentes no rimen bovino, os quais transformam as
substancias indigeriveis em acidos organicos, aminoacidos e vitaminas. O
comportamento dos vermicompostos VC3 e VC4 pode ser um indicio da
decomposicdo parcial da lignina, uma vez que nestes vermicompostos houve
diminuicdo de todos os outros grupamentos funcionais. A oxidacao parcial da
lignina leva ao acumulo das formas acidicas de guaiacila e siringila (Spaccini et
al., 2009).

A hidrofobicidade dos vermicompostos foi definida como a porcentagem
da area do espectro referente aos grupos alquilicos (0-45 ppm) e aromaticos
(110-160 ppm) em relacdo ao restante da area do espectro (45-110 ppm e 160-
190 ppm). Todos 0s vermicompostos apresentaram incremento no indice de
hidrofobicidade aos 120 dias. Para os VC2, VC3 e VC4, esse aumento foi
pronunciado, sendo de 36, 20 e 46,67 %, respectivamente. No VC2 o aumento da
hidrofobicidade pode ser justificado principalmente pelo aumento da regido de C-
alquilico atribuido a longas cadeias de acidos graxos, e nos vermicompostos VC3
e VC4 pelo incremento na regido de C-aromatico. Ao final do processo todos os
indices de hidrofobicidade tenderam para uma mesma faixa, indicando que o
processo biolégico foi 0 mesmo para todos os vermicompostos e direcionou 0
processo para producdo de compostos semelhantes independente do material de

origem.
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Figura 2. Espectros de RMN **C de vermicomposto produzido a partir de: (VC1)
esterco bovino; (VC2) esterco e bagaco de cana; (VC3) esterco bovino e torta de
girassol e (VC4) esterco bovino, bagaco de cana e torta de girassol em diferentes
estadios de maturacdo (0 e 120 dias).
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Quadro 2. Distribuicao relativa do C (%) nas diferentes regides do espectro de
RMN *C das amostras de vermicomposto: (VC1) esterco bovino; (VC2) esterco e
bagaco de cana; (VC3) esterco bovino e torta de girassol e (VC4) esterco bovino,
bagaco de cana e torta de girassol em diferentes estadios de maturacdo (0 e 120

dias).

Deslocamento Quimico (ppm)

(0-45) (45-65) (65-95) (95-110) (110-140) (140-160) (160-190) HB/HI
VC1(0d) 23.16 17.70 24.97 9.99 11.45 6.39 6.34 0.69
VC1(120d) 19.67 16.64 23.70 1051  13.85 7.94 7.69 0.71
A (-15.7) (-5.9) (-5.0) (+5.2) (+20.9) (+24.2) (+21.3)  (+2.9)
VC2 (0d) 14.46 1658 31.90 12.39  12.00 6.94 5.73 0.50
VC2(120d) 19.22 16.68 24.49 1091  13.46 7.82 7.42 0.68
A (+32.9) (+0.6) (-23.2) (-11.9) (+12.1) (+12.6) (+29.5) (+36.0)
VC3(0d)  15.04 17.29 33.35 1248  10.50 5.36 5.99 0.45
VC3(120d) 13.88 17.13 29.80 12.19  13.44 7.95 5.60 0.54
A (-7.7) (-0.9) (-10.6) (-2.3) (+28.0) (+48.3) (-6.5) (+20.0)
VC4 (0d)  15.85 17.65 32.74 11.26  9.93 5.33 7.25 0.45
VC4 (120d) 15.77 1653 25.23 11.10  14.94 9.16 7.26 0.66
A (-05) (-6.3) (-22.9) (-1.4) (+50.4) (+71.8) (+0.1) (+46.67)

A: aumento ou diminuigcdo em relagdo ao tempo zero. HB/HI: (0-45)+(110-165) / (45-110) + (165-184).
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5.2 Caracterizacdo dos acidos humicos

O Quadro 3 apresenta os teores de C, H e N dos AH extraidos dos
vermicompostos. O teor de C dos AH no inicio da vermicompostagem variou em
uma faixa de 40,69 a 60,58 %, sendo os maiores teores encontrados nos AH2,
AH3 e AHA4. Tais resultados podem ser atribuidos as misturas de esterco com
bagaco de cana (AH2) e torta de girassol (AH3 e AH4) na formulagdo dos
vermicompostos. Ao final do processo (120 dias) os AH2, AH3 e AH4 tiveram o
conteudo de C diminuido, o que pode ser atribuido ao processo de humificacdo
que envolve a degradacdo de compostos mais labeis pelos microrganismos
presentes no material. Apenas o AH1 apresentou um pequeno aumento no
conteudo de C, sugerindo uma menor degradacdo de compostos labeis e
consequentemente menor atividade microbiana. O contetdo de H e N
praticamente ndo se alterou, exceto para o AH3 que apresentou queda de 5,78
para 3,98 % ao final do processo. O que pode estar associado a imobilizacédo
microbiana ou a perdas de N no sistema, como lixiviagdo de nitrato, volatilizagao
de aménia e emissdo de N,, N,O e outros 6xidos de nitrogénio (Anghinoni, 1986).
As pequenas faixas de variacdes encontradas nos teores de C, H e N dos AH, ao
longo do processo de vermicompostagem, refletem a estabilidade dessa fracdo da
MO.
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Quadro 2. Teores de C, H e N nos AH extraidos de diferentes vermicompostos:

(VC1) esterco bovino, (VC2) esterco bovino e bagaco de cana, (VC3) esterco

bovino e torta de girassol e (VC4) esterco bovino, bagaco de cana e torta de

girassol, em diferentes estadios de maturacéo (0, 30, 60, 90 e 120 dias).

HA 0d 30d 60d 90d 120 d
C H N C H N Cc H N C H N C H N
% % ------- e % ------- e % ------- e % -------

HA1 48.69 5.86 3.65 50.57 5.80 3.62 51.05 5.68 3.74 51.28 5.62 3.43 5258 565 34
HA2 51.96 6.06 3.12 49.15 6.72 3.56 49.05 5.82 3.55 4956 5.80 3.32 49.14 554 3.32
HA3 58.86 7.60 5.78 47.87 557 4.81 4739 548 4.35 4858 5.60 4.51 4753 553 3.98
HA4 60.58 7.44 3.72 48.00 5.81 3.72 46.57 5.53 3.25 47.48 5.32 3.48 46.56 5.29 3.72
Mean 54.07 6.52 3.89 49.14 5.88 3.84 4862 559 3.66 49.10 55 3.65 48.90 549 358
SD 5.32 0.93 1.08 1.21 0.49 0.55 1.73 0.16 0.42 1.42 0.25 0.49 2.29 0.14 0.27
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5.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear de ®C com Polarizacdo
Cruzada e Rotacdo no Angulo Magico (**C CP-MAS NMR)

Mudancas nos grupos funcionais dos AH foram verificadas pela **C CP-
MAS NMR ao longo do processo de vermicompostagem e estao apresentadas na
Figura 2. A distribuicdo relativa das espécies de C foi obtida pela integracédo das
areas dos espectros (Quadro 3). Os espectros e a integracdo das areas revelaram
diferencas marcantes entre os quatro AH, cada um deles com comportamentos
peculiares, ao longo do processo de humificacao.

A abundéncia dos sinais de C-alquilico e C-aromético nos espectros dos
AH foi semelhante aos dos vermicompostos. Uma diminuicdo relativa na regido de
C-alquilico (0-50 ppm) foi observada nos AH1, AH3 e AH4 aos 120 dias de
vermicompostagem, no entanto no AH2 observou-se aumento desse sinal. O sinal
atribuido aos grupos aromaticos (110-140 ppm) aumentou em todos o0s
vermicompostos (Tabela 3). Castaldi et al (2005) estudando RMN de *C AH
isolados de composto de lodo de esgoto, verificaram reducdo de C-alifatico e
aumento de grupos aromaticos, carboxilicos e carbonilas, sugerindo uma
neoformacgéo de material humificado.

No final da vermicompostagem a regido de 45-65 ppm foi a mais
abundante (Tabela 3). Essa regido € tipica de polissacarideos, no entanto o sinal
em 56 ppm pode ser associado ao substituinte metoxil de lignina ou a liga¢des C-
N em aminoé&cidos. Nos AH2 e AH4 o0 aumento relativo no sinal de 56 ppm pode
ser associado ao acumulo de unidades peptidicas, uma vez que diminui o sinal de
grupamentos O-arila. Entretanto, nos AH1 e AH3 o sinal de 56 ppm pode ser
atribuido a metoxila de unidades de lignina, visto que o sinal de grupamentos O-
arila aumentou.

O AH1 e AH2 apresentaram diminuicao relativa na regido de carboidratos
(65-110 ppm) e aumento na regido de grupos fendis e carboxilicos (140-190 ppm)
aos 120 dias. A redugcdo de C-alquilico em decorréncia da transformacao
progressiva dos polissacarideos em outros compostos oxigenados, tais como
carboxilicos e ésteres, assim como aumento de estruturas aromaticas foi
reportado por Castaldi et al. (2005). O inverso ocorreu com o AH4, que
apresentou aumento na regido de carboidratos e diminui¢cdo na regido de fenois e
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carboxilicos. O AH3 apresentou aumento relativo nas regibes tipicas de
carboidratos e fendis; e diminuicdo de carboxilicos (Tabela 3). O comportamento
dos AH3 e AH4 pode estar associado a torta de girassol e uma menor atividade
microbiana devido a presenca de compostos menos labeis nesse substrato.

O AH1 e o AH2 apresentaram aumentos de 10 e 19,1 % respectivamente,
no indice de hidrofobicidade (HB/HI) ao final do processo de vermicompostagem,
0 que se explica pelo aumento da area da regido de aromaticos para o AH1 e C-
aquilico, aromaticos para 0 AH2. O AH3 e AH4 apresentaram diminuicdo de 32 e
29 %, respectivamente no indice de hidrofobicidade, que pode ser explicado pelo
aumento relativo da regido de carboidratos ao final da vermicompostagem.
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13C de AH extraidos de diferentes

vermicompostos: (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco e bagaco de cana; (AH3)
esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino, bagaco de cana e torta
de girassol em diferentes estadios de maturacao (0,60 e 120 dias).
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Quadro 4. Distribuicao relativa do C (%) nas diferentes regides do espectro de
RMN de *C das amostras de AH extraidos de diferentes vermicompostos: (AH1)
esterco bovino; (AH2) esterco e bagaco de cana; (AH3) esterco bovino e torta de
girassol e (AH4) esterco bovino, bagaco de cana e torta de girassol em diferentes
estadios de maturacao (0 e 120 dias).

Deslocamento Quimico do **C (ppm)

(0-45) (45-65) (65-95) (95-110) (110-140) (140-160) (160-190) HB/HI

AHL (0d) 2841 21.29 1574 858  16.62 4.97 439  1.00
AH1 (60d) 2555 19.45 1428 7.53  18.42 7.54 723  1.06
AH1 (120d) 27.12 22.82 1240 655  19.36 6.87 488  1.14
A (-45) (+7.1) (-21.2) (-23.6) (+16.4) (+56.5) (+11.1) (+14.0)
AH2 (0d) 2379 199 2256 1099  13.17 5.31 429  0.73
AH2 (60d) 2540 21.36 1752 8.94  16.23 5.11 543  0.87
AH2 (120d) 25.01 20.37 1820 9.68  16.37 5.39 498  0.88
A (+5.1) (+2.3) (-19.3) (-11.9) (+24.3) (+1.50) (+16.0) (+20.5)
AH3 (0d) 4222 1876 1257 540  10.39 4.16 6.49  1.31
AH3 (60d) 27.00 21.34 17.93 873  16.12 4.34 454  0.90
AH3 (120d) 21.83 21.64 17.22 7.90 1857 6.83 6.01  0.90
A (-48.3) (+15.3) (+36.9) (+46.3) (+78.7) (+64.2) (-7.40) (-31.3)
AH4 (0d) 37.27 1856 1266 6.67  14.25 4.88 571  1.29
AH4 (60d) 21.24 22.68 2127 9.80  16.12 4.36 452 071
AH4 (120d) 26.23 2215 17.25 871  16.95 451 419 091
A (-29.6) (+19.3) (+36.2) (+30.6) (+18.9) (-7.5)  (-26.6) (-29.4)

A: aumento ou diminuicdo em relagdo ao tempo zero. HB/HI: (0-45)+(110-165) / (45-110) + (165-184)
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5.3 Anélise dos Componentes Principais (ACP)

Duas componentes principais (CP) foram extraidas dos espectros de
RMN de **C, capturando 81% da variancia total. A primeira CP capturou 67% da
variancia total e de modo geral, diferenciou os &cidos humicos (AH) dos
vermicompostos, Figura 4A. Os loadings da CP1 revelam menores contetdos de
carboidratos nos AH, provavelmente devido a celulose parcialmente oxidada a
acidos urénicos (73, 105 e 172 ppm) e mais grupos alquilas (20-46 ppm) e N-
alquilas (55 ppm) (Figura 4B). Atribui-se esse sinal (55 ppm) a peptideos visto que
nao ha carregamentos positivos na regido dos O-Arilas, que indicariam grupos
metoxilas substituinte de guaiacila e siringila. Esses resultados indicam que
houve extracdo seletiva de peptideos e grupos alifaticos insaturados em
detrimento a celulose parcialmente oxidada.

A segunda CP capturou 14% da variancia total (Figura 4A), e foi
caracterizada por sinais positivos de polimetilénos amorfos (30 ppm) e outros
grupos alquilas (26 ppm) associados a grupos carboxilicos (173 ppm), atribuiveis
a acidos graxos de cadeia longa (Figura 4B). Como as amostras que
apresentaram maiores scores para essa CP, foram os AH3 e AH4 no inicio da
vermicompostagem (Figura 4A) e esses AH foram extraidos de vermicompostos
que apresentavam em sua composicao torta de girassol, deduz-se que esses
acidos graxos sejam oriundos desse material. Porém, trata-se de um composto
labil, visto que apdés 60 dias de vermicompostagem essas amostras ja se
agruparam com as demais, ndo apresentando contetdos de acidos graxos de
cadeia longa significativamente diferentes. Pelos carregamentos negativos de
sinais atribuiveis a lignina (metoxila em 56 ppm e O-arila em 154 ppm) pode-se
inferir que esses AH (3 e 4, tempo 0) possuiam um menor conteudo desse

biopolimero.
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Figura 4. Scores (A) e Loadings (B) das componentes principais (CP1 e CP2)
extraidas dos espectros de RMN de *C das amostras de vermicompostos e

acidos humicos ao longo do tempo de maturacao.
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5.4 Cromatografia Liquida por Exclusdo de Tamanho (HPSEC)

A Mw relativa determina a conformacéo estrutural das SH, e sua possivel
reatividade no solo e no ambiente. A Figura 5 apresenta os cromatogramas com a
distribuicdo de tamanho/massa molecular (Mw) dos AH extraidos dos diferentes
vermicompostos. A Figura 6 apresenta os indices relativos de Mw. Baseado nos
cromatogramas (Figura 5) foi possivel observar que, de modo geral, os AH
apresentam perfis cromatograficos semelhantes, com modificacbes apenas na
intensidade das absor¢cbées de UV ao longo do processo de vermicompostagem.
As diferencas observadas entre os AH estdo mais relacionadas com a distribuigéo
de tamanho (mais precisamente do raio hidrodinamico das moléculas) do que
com a massa molecular (De Nobili e Chen, 1999). Contudo, o termo distribuicdo
de massa molecular (Mw) foi consagrado pelo uso e é tido como sinénimo de
distribuicdo de tamanho molecular.

A auséncia de um padrédo cromatografico valido e reconhecido consiste
no problema central do estudo da massa molecular das SH. Desta forma, muitas
vezes faz-se necessario o uso de proteinas globulares, carboidratos e/ou
polimeros organicos para calibracdo das colunas. Consequentemente, a
distribuicdo da Mw pode ndo resultar em valor absoluto, mas s6 aparente e
relativo aos padrdes utilizados na calibracdo da coluna. Nesse trabalho os valores
de Mw relativa foram calculados baseados apenas na integracdo das areas dos
picos. O célculo do indice de Mw foi feito dividindo a area 2 do pico (moléculas de
menor Mw relativa) pela area 1 (moléculas de maior Mw relativa). Experimentos
com HPSEC sugerem que o 1° pico eluido pela coluna seja composto
principalmente por componentes mais apolares (fracdo de alta massa molecular)
que tiveram sua energia de solvatacdo reduzida, e por isso sdo capazes de
formar livres associacdes (agregados supramoleculares), que ficam dentro dos
dominios hidrofébicos. Enquanto que associacdes hidrofilicas séo facilmente
solvatadas e dispersas na solugéo, sendo por isso consideradas fracdes de baixa
massa molecular (Piccolo, 2002; Piccolo et al., 2002).

De modo geral pode-se afirmar que a Mw dos AH foi alterada ao longo do
processo de vermicompostagem e que os diferentes AH aqui analisados nao

apresentaram a mesma tendéncia de modificagdo, o que j4 era esperado em
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funcdo de suas diferentes composicfes estruturais iniciais. Observou-se que 0s
AH3 e AH4 apresentaram acumulo de moléculas de menor Mw relativa ao longo
de todo o processo de vermicompostagem. Enquanto que os AH1l e AH2
apresentaram acumulo de moléculas de maior Mw até os 60 dias, e a partir dai
uma tendéncia de acumulo de moléculas de menor Mw relativa. Tais resultados
corroboram com hipétese de que a estabilizagcdo da MO ocorre no sentido da
biodegradacdo dos componentes celulares (alta massa molecular) e
autoagregacdo dos produtos da biodegradacdo e ressintese microbiana
(moléculas de menor massa molecular) Piccolo (2002), independente da

caracteristica do material inicial.
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Figura 5. HPSEC - Perfil cromatografico de AH extraidos de diferentes
vermicompostos : (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco e bagaco de cana; (AH3)
esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino, bagaco de cana e torta
de girassol em diferentes estadios de maturacao (0,60 e 120 dias).
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Figura 6. indice de massa molecular relativa (Mw) de AH extraidos de diferentes
vermicompostos: (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco e bagaco de cana; (AH3)
esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino, bagacgo de cana e torta
de girassol em diferentes estadios de maturacao (0, 60 e 120 dias).
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5.5 Cromatografia Liquida de Fase Reversa (RP-HPLC)

A Figura 7 apresenta os indices de hidrofobicidade (HB/HI) dos AH
isolados de diferentes vermicompostos. Os AH apresentaram varia¢cdes no perfil
cromatografico, indicando que ao longo do processo de vermicompostagem a
hidrofobicidade dos AH é alterada. Os AH2, AH3 e AH4 foram o0s que
apresentaram as maiores modificacbes no perfil cromatografico ao longo do
processo de vermicompostagem. Tais modificagbes podem ser facilmente
visualizadas na Figura 8, que apresenta os indices de hidrofobicidade baseado na
integracdo dos cromatogramas. Operacionalmente definiu-se a area 2 do
cromatograma como a regiao tipica de “moléculas hidrofébicas” e a area 1 como
regido tipica de “moléculas hidrofilicas”. Entretanto outros autores tém se baseado
no tempo de retencdo das moléculas. O AH1 e o AH2 apresentaram tendéncia de
comportamento bastante diferenciado dos demais. O indice de hidrofobicidade do
AH1 se manteve elevado até os 60 dias, acompanhado de diminuicdo de até o
final da vermicompostagem (120 dias). O AH2 apresentou incremento no indice
de hidrofobicidade somente a partir dos 60 dias. Enquanto que para o AH3 e AH4
ocorreu o contrario, ou seja, o indice de hidrofobicidade aumentou até os 60 dias,
seguido de diminuicdo até os 120 dias de vermicompostagem como no AHL.
Observa-se que o comportamento cromatografico dos AH em solugdo nao
apresentou tendéncia uniforme de modificagdo ao longo do processo de
vermicompostagem. Tal fato ja era esperado visto que cada vermicomposto tem
um processo de humificacdo que € peculiar ao seu material de origem, dentre
outros fatores, que influenciam na transformacéo desses materiais.

Os indices de hidofobicidade determinados por RP-HPLC evidenciam
comportamento semelhante da hidrofobicidade medida tanto por RMN como por
RP-HPLC. Tais resultados ratificam a eficiéncia da RP-HPLC e sugerem um novo

método de analise, simples e eficaz, na determinacdo da hidrofobicidade da MO.
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Figura 7. RP-HPLC - Perfil cromatografico de AH extraidos de diferentes
vermicompostos : (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco e bagaco de cana; (AH3)
esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino, bagaco de cana e torta
de girassol em diferentes estadios de maturacao (0,60 e 120 dias).
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Figura 8. RP-HPLC — indice de Hidrofobicidade de AH extraidos de diferentes
vermicompostos : (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco e bagaco de cana; (AH3)
esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino, bagaco de cana e torta
de girassol em diferentes estadios de maturacéo (0,60 e 120 dias).
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5.6 Promocéao do crescimento radicular em plantulas de milho

Com o objetivo de verificar a relacdo entre o avanco da humificacdo
durante o processo de vermicompostagem e a atividade dos AH como promotores
do crescimento vegetal procedeu-se 0s ensaios com plantulas de milho.

A Figura 8 apresenta o numero de raizes laterais induzidas pelo
tratamento com diferentes AH ao longo do tempo de vermicompostagem. O
resultado da aplicacdo de SH sobre o crescimento vegetal pode variar conforme a
origem das SH, a dose utilizada e a espécie vegetal em estudo (Vaughan e
Malcolm, 1985). Neste trabalho todos os AH foram capazes de estimular o
crescimento radicular em plantulas de milho a partir dos 60 dias de
vermicompostagem. A inducdo do enraizamento ja era esperada visto que ela é
resultado da influéncia das SH sobre o crescimento radicular, conforme
demonstrado para plantulas de milho (Canellas et al., 2002; Zandonadi et al.,
2006) e Arabidopsis (Dobbss et al., 2007). Entretanto, durante muitos anos
acreditou-se que somente SH com dimensdes compativeis para acessar o0
apoplasto seriam fisiologicamente ativas, ou seja, somente compostos com Mw
relativamente pequeno como os acidos fulvicos teriam essa propriedade (Nardi et
al., 1994; Muscolo et al., 2007). No entanto, processos bioquimicos intracelulares,
como a regulacdo das bombas de protons (Canellas et al., 2002; Zandonadi et al.,
2006) e a estimulacdo de enzimas ligadas ao ciclo de Krebs (Nardi et al., 2007),
foram alterados pela presenca de SH com distribuicio de massa/tamanho
molecular maior, como os AH.

Mudancas no perfil cromatografico e nos indices de Mw foram observadas
em todos os AH ao longo do processo de maturacdo. Entretanto, ao comparar os
dados de inducdo do crescimento radicular com os de Mw verificou-se que
independente do aumento ou diminuicdo da Mw, todos os AH foram capazes de
estimular o crescimento radicular a partir dos 60 dias de vermicompostagem. Os
resultados aqui encontrados corroboram com Aguiar et al. (2009), que avaliando a
distribuicdo de Mw de AH e a promocao do crescimento radicular verificaram que
a Mw néo foi o fator determinante na inducao de raizes laterais, nimero de sitios
de mitose e atividade de H'-ATPase. Muscolo et al (2007) relataram que a
diferenca na atividade biolégica das SH parece estar mais relacionada as suas
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composi¢cées quimicas diversas do que pelos seus tamanhos moleculares
propriamente ditos. Uma possivel explicagdo se baseia na nova conformagéo
supra-estrutural das SH (Piccolo, 2002). Este modelo postula a hipotese de que
compostos de reconhecida capacidade de regulacdo e estimulacdo do
crescimento vegetal (hormoénios vegetais) estariam fracamente unidos aos
dominios hidrofébicos das SH. Nos dominios hidrofébicos da MO, a atividade da
agua e dos microrganismos é menor e favorece a preservacdo de biopolimeros
resultantes da decomposicdo de residuos vegetais ou da atividade de
microrganismos (Kleber et al., 2007). Essa hipotese foi parcialmente confirmada
com os resultados obtidos com plantulas de milho e café, onde o perfil de
exsudacdo de acidos organicos foi modificado em resposta a adicdo de AH,
sugerindo uma alta afinidade entre a planta e a solucdo com SH (Canellas et al.,
2008a). Hottz-Rima et al. (2011) também verificaram que a adicdo de pequenas
concentracbes de &cido citrico potencializou a capacidade de estimulagdo dos
AH, comprovado pela superexpresséo do perfil protéico da membrana plasmaética,
atividade da H*-ATPase e nimero de raizes laterais em plantulas .

Neste trabalho, os indices de hidrofobicidade dos AH calculados a partir
das técnicas de RMN de **C e RP-HPLC n&o apresentaram relacéo direta com a
inducdo de raizes laterais em plantulas de milho. Entretanto, Canellas et al.
(2008a) encontraram correlagédo significativa entre o grau de hidrofobicidade de
AH e sua capacidade de promocdo do crescimento radicular. Zancani e
colaboradores (2009) verificaram através da técnica de RMN de **C, que a
presenca residual de alguns componentes hidrofébicos em fracdes humicas de
diferentes tamanhos moleculares, pode limitar a disponibilidade de moléculas
hidrofilicas exercendo um controle conformacional na atividade de algumas
enzimas do metabolismo energético. Entretanto, outros trabalhos obtiveram
correlagdes significativas entre o indice de hidrofobicidade e o crescimento
vegetal (Canellas et al., 2008a), a expressao (Canellas et al., 2009) e a atividade
da enzima H'-ATPase (Dobbss, et al., 2010), indicando um papel importante do
componente hidrofébico dos materiais humicos sobre o estimulo biolégico vegetal.

Devido a complexidade das SH, as relagbes existentes entre sua
estrutura quimica e a atividade biolégica provavelmente ndo obedecem a um

modelo linear e padrdo. Algumas tentativas de relacionar a estrutura com a
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atividade de SH produziram resultados contraditorios. Por exemplo, Piccolo et al.
(1992) correlacionaram positivamente o conteudo de grupos carboxilicos com a
atividade de enzimas. Por outro lado, Canellas et al. (2008a e 2009) e Dobbss et
al. (2010) mostraram que SH com maior grau de hidrofobicidade (C-aromatico +

C-alquilico) apresentam maior capacidade de estimular sistemas biolégicos.
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Figura 9. Efeito estimulatério de AH sobre o numero de raizes laterais de

plantulas de milho. Os AH foram isolados de diferentes vermicompostos : (AH1)

esterco bovino; (AH2) esterco e bagaco de cana; (AH3) esterco bovino e torta de
girassol e (AH4) esterco bovino, bagagco de cana e torta de girassol em
diferentes estadios de maturagéo (0,30, 60, 90 e 120 dias).
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5.7 Medida da acidez em solucéo e atividade da H*- ATPase

A Figura 9 apresenta as medidas de acidez (pH) do meio contendo
plantulas de milho tratadas com AH extraidos de vermicompostos em diferentes
estadios de maturagdo. O aumento da acidez da solucéo foi observado nos AH1,
AH2 e AHS3 a partir dos 60 dias de vermicompostagem, e sdo semelhantes aos
resultados encontrados para o numero de raizes laterais. Somente o AH4
apresentou comportamento diferenciado, com aumento da acidez em solucdo
logo a partir dos 30 dias. O aumento da acidez do meio pode ser principalmente
associado a dois fatores principais: i) producéo de CO, pela respiragcéao radicular,
ou seja, durante a respiracdo ha a producédo de CO; que ao se dissolver no meio
causa reducdo do pH e ii) aumento da extrusdo de H*, possivelmente associado a
atividade dos AH sobre as H*- ATPases.

Apesar da acidez proporcionada pela exposicdo das plantulas aos
diferentes AH n&o ser exclusivamente devido ao estimulo nas bombas de H”, foi
encontrado uma correlacdo significativa com a atividade da fracdo microssomal
isolada das raizes de milho tratadas com AH2 no tempo 120 dias. Esse resultado
sugere que o método simplificado pode ser usado no estudo de SH
fisiologicamente ativas (Figura 11).

Esses resultados eram esperados visto que o mecanismo de promocao
do crescimento celular é mediado pelas H*- ATPases em um processo conhecido
como “a teoria do crescimento acido”. Acredita-se que as auxinas tenham um
papel central nesse mecanismo, uma vez que promovem tanto a transcricao de
genes codificando ATPases, quanto a ativacdo dessas proteinas. A inducédo da
expressdo dessa enzima representa o sistema priméario de transporte de H* do
interior da célula para o apoplasto e, para a formacéo do gradiente de H*, gerado
através da membrana plasmatica (Rayle e Cleland, 1992). O processo de
ativacdo das H*-ATPases que culmina com o elongamento celular se inicia com a
geracado do gradiente de H* e abaixamento do pH, proporcionado pelo actimulo de
H* no lado externo a célula. Tal processo proporciona as condicdes fisiologicas
Otimas para o funcionamento de enzimas do tipo hidrolases e fenol-oxidases,
enzimas com habilidade de romper ligagcbes da parede celular. A expanséo celular

é favorecida pela acdo de algumas enzimas especificas como, por exemplo, as
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expansinas, que em pH menor ou igual a 4,5, promovem o0 aumento da
plasticidade da parede celular pela liberagio momentanea de pequenos
segmentos da matriz de glucanos ligados as microfibrilas de celulose. O
relaxamento da parede celular e o aumento do turgor culminam com o
elongamento celular (Canellas et al.,2005).

O dados confirmam pelo menos em parte, que a medida da acidez da
solucédo contendo plantas tratadas com AH esta relacionada com a atividade da

H*-ATPase (aumento da extrusdo de H") de membrana plasmatica.

55



HM H* raiz seca

HM H* raiz seca

35

30

25

20

15

10

35

30

25

20

15

10

AH1

0 30 60 90 120

Tempo de vermicompostagem (dias)

AH3

0 30 60 90 120

Tempo de vermicompostagem (dias)

HM H* raiz seca

HM H* raiz seca

AH2
30 -

25 -
20
15
10 -
‘u B
0 -
0 30 60 90 120

Tempo de vermicompostagem (dias)

AH4
40 -

35

30 A
25
20 A
15
10
5 -
0 !
0 30 60 90 120

Tempo de vermicompostagem (dias)

Figura 10. Medida de pH de solucdo contendo plantulas de milho tratadas com AH. Os
AH foram isolados de diferentes vermicompostos: (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco
e bagaco de cana; (AH3) esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino,
bagaco de cana e torta de girassol em diferentes estadios de maturacao (0,30, 60, 90 e
120 dias).
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5.8 Ensaio com mutantes de tomateiro variedade MicroTom com
gene reporter sintético DR5::GUS

Com o objetivo de verificar uma possivel acédo do tipo hormonal dos AH,
utilizou-se plantulas transgénicas de tomateiro (cv. MicroTom) contendo o gene
repoOrter responsivo a auxina (DR5::GUS). A Figura 10 apresenta a atividade
auxinica dos AH isolados de vermicomposto em diferentes estadios de
maturacdo, sobre as raizes do tomateiro DR5::GUS. Em todos os tratamentos foi
possivel visualizar a inducdo da expressdo do gene, que € resultado da clivagem
da enzima B-glucorosidase com o substrato X-gluc, produzindo coloracao azul.
Como esperado, a atividade da enzima também foi verificada no tratamento
controle, como resultado da producéo interna de auxina. A presenca de atividade
auxinica exdégena em raizes indica uma atividade tipo hormonal, resultado da
aplicacao de AH. Todos os AH apresentaram maior propor¢ao de coloracéo (azul)
nas raizes quando comparados ao controle. O ensaio histoquimico ndo permite
quantificar a atividade enzimatica, porém a eficiéncia da transformacédo pode ser
facilmente visualizada pela magnitude da coloracdo de raizes de plantulas
tratadas com os diferentes AH e raizes de plantulas controle (tratadas com CaCl,
2mM). Evidéncias de que SH podem ativar o gene repodrter DR5::GUS vém sendo
demonstradas em varios trabalhos e de maneira geral, confirmam a hipotese de
que a inducdo de raizes laterais € pelo menos em parte, promovida por uma
atividade “tipo-auxinica” das SH (Trevisan et al., 2007; Dobbs, 2010 e Canellas et
al., 2011).
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Figura 12. Ensaio histoquimico para deteccdo da atividade da enzima glucuronidase
(GUS) em raizes de plantulas do tomateiro transgénico DR5::GUS. As plantulas foram
tratadas com AIA, CaCl, 2 mM (controle) e AH extraidos vermicomposto em diferentes
estadios de maturacéo (0,60 e 120 dias): (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco e bagaco
de cana; (AH3) esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino, bagaco de
cana e torta de girassol. A barra de escala corresponde a 50 pm.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

O processo de humificacdo decorrente da vermicompostagem foi
acompanhado por mudangas estruturais na conformagdo dos AH, tais como
alteracdes na composigéo elementar, grupos funcionais, Mw e hidrofobicidade. Os
resultados aqui obtidos revelam que os AH s&o bons indicadores do processo de
humificacdo. Todos os AH apresentaram bioatividade elevada a partir dos 60 dias

de vermicompostagem independentemente do tipo de residuo organico utilizado.

1. Mudancas na abundancia relativa de grupamentos funcionais verificados
pela RMN de *C indicaram que as rotas bioldgicas néo sdo alteradas pelas
diferentes misturas de residuos organicos, pois ao final da
vermicompostagem todos os AH apresentaram reducéo de carboidratos e
aumento no indice de hidrofobicidade;

2. A promocao do crescimento radicular pelos AH parece ser do tipo auxinica,
uma vez que foi observada a ativacdo do gene sintético (DR5::GUS)

responsivo a auxina. O que poderia estar associado a presenca e

60



concentracdo de compostos bioestimulantes, tais como hormdnios vegetais
e ndo com modificacbes estruturais na sua conformacdo, visto que a
magnitude de promocdo do crescimento promovido pelos AH néo
apresenta resposta direta com a distribuicdo de Mw e a hidrofobicidade;

3. A partir dos 60 dias de vermicompostagem os AH estdo biologicamente
ativos, independente das combinag¢des de residuos. Esse resultado € de
extrema importancia para producdo de bioestimulantes a base de SH
isoladas de fontes renovaveis, uma vez que significa economia de méo de

obra e tempo.
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