
CARACTERÍSTICAS QUÍMICAS E BIOATIVIDADE DE ÁCIDOS 
HÚMICOS ISOLADOS DE VERMICOMPOSTOS EM DIFERENTES 

ESTÁDIOS DE MATURAÇÃO  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

NATÁLIA DE OLIVEIRA AGUIAR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY 
RIBEIRO 

 
 

CAMPOS DOS GOYTACAZES – RJ 
OUTUBRO - 2011 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 



CARACTERÍSTICAS QUÍMICAS E BIOATIVIDADE DE ÁCIDOS 
HÚMICOS ISOLADOS DE VERMICOMPOSTOS EM DIFERENTES 

ESTÁDIOS DE MATURAÇÃO  

 
 
 
 
 
 

NATÁLIA DE OLIVEIRA AGUIAR 
 
 
 
 
 
 

“Dissertação apresentada ao Centro de 
Ciências e Tecnologias Agropecuárias da 
Universidade Estadual do Norte 
Fluminense Darcy Ribeiro, como parte 
das exigências para obtenção do título de 
Mestre em Produção Vegetal.” 

 
 
 

 
 
 

Orientador: Prof. Luciano Pasqualoto Canellas 
 
 
 
 

















CAMPOS DOS GOYTACAZES – RJ 
OUTUBRO - 2011 

 
 



 

CARACTERÍSTICAS QUÍMICAS E BIOATIVIDADE DE ÁCIDOS 
HÚMICOS ISOLADOS DE VERMICOMPOSTOS EM 

DIFERENTES ESTÁDIOS DE MATURAÇÃO  

 
 
 
 
 

NATÁLIA DE OLIVEIRA AGUIAR 
 
 
 
 

“Dissertação apresentada ao Centro de 
Ciências e Tecnologias Agropecuárias 
da Universidade Estadual do Norte 
Fluminense Darcy Ribeiro, como parte 
das exigências para obtenção do título 
de Mestre em Produção Vegetal” 

 
 

 
Aprovada em 11 de Outubro de 2011. 



 

ii 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A minha família que é à base de tudo. 

 

 

 

DEDICO 

 
 
 
 
 
 
 



 

iii 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AGRADECIMENTOS 

 

 

 

 A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, pelo apoio ao 

ensino e pesquisa 

 Ao Núcleo de Desenvolvimento de Insumos Biológicos para Agricultura 

(Nudiba) pela oportunidade e excelente suporte para pesquisa; 

 Ao CNPq pela concessão da bolsa de estudos; 

 Ao meu orientador Prof. Luciano Pasqualoto Canellas, pela confiança, 

oportunidades e ensinamentos; 

 Ao meu co-orientador Etelvino Henrique Novotny e seu co-orientado Ruben 

Auccaise por todo suporte e ajuda nas análises de RMN e multivariada; 

 Ao Prof. Lazaro Eustaquio Pereira Peres da ESALQ e seus alunos, pelos 

ensinamentos e acolhida; 

 Aos amigos do Nudiba: Leonardo Dobbss, Fabio Olivares, Validoro, 

Jhonnatan, Ingridy, Marcelly, Silésio, Tales, Manuella, Daniele, Jucimara, 



 

iv 

 

em especial a Kamilla Aguiar, Livia Lima e Lely pelos momentos de 

descontração, alegria e companheirismo!  

 Ao meu eterno amigo Tiago David que muito ajudou me e deu me forças 

para chegar aonde cheguei. Onde quer que esteja será sempre meu amigo 

“malinha”; 

 Aos meus amigos Pedro, Paulo Cesar, Priscila e Liliane por estarem 

sempre comigo; 

 Ao Gilliard pela paciência, amor incondicional e companheirismo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

v 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SUMÁRIO 

 

 

 

AGRADECIMENTOS ............................................................................................. iii 

RESUMO .............................................................................................................. xii 

ABSTRACT .......................................................................................................... xiv 

1. INTRODUÇÃO .................................................................................................... 1 

2. REVISÃO DE LITERATURA ............................................................................... 4 

2.1 Vermicompostagem ....................................................................................... 4 

2.2 Processo de Humificação .............................................................................. 6 

2.3 Caracterização Química da Matéria Húmica ................................................. 9 

2.4 Bioatividade das Substâncias Húmicas ....................................................... 12 

3. HIPÓTESE E OBJETIVO GERAL ..................................................................... 16 



 

vi 

 

3.1 Objetivos específicos ................................................................................... 16 

4. MATERIAL E MÉTODOS .................................................................................. 18 

4.1 Produção dos vermicompostos, amostragem e análises ......................... 18 

4.2 Extração das substâncias húmicas .............................................................. 19 

4.3 Ressonância Magnética Nuclear com Polarização Cruzada e Rotação no 

Ângulo Mágico (13C CP-MAS NMR) .................................................................. 20 

4.4 Análise dos componentes principais (ACP) ................................................. 20 

4.4 Cromatografia Líquida de Alta Performance por Exclusão de Tamanho 

(HPSEC) ............................................................................................................ 21 

4.5 Cromatografia Líquida de Alta Performance com Fase Reversa (RP-

HPLC) ................................................................................................................ 22 

4.6 Análise de raízes laterais de plântulas de milho .......................................... 22 

4.7 Medida de acidez em solução .................................................................. 23 

4.8 Atividade da H+-ATPase de membrana plasmática ................................. 24 

4.9 Ensaio com mutantes de tomateiro variedade Micro-Tom com gene 

repórter sintético DR5::GUS .............................................................................. 25 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO ........................................................................ 26 

5.1.1 Caracterização do vermicomposto............................................................26 

5.1.2 Ressonância Magnética Nuclear de 13C com Polarização Cruzada e 

Rotação no Ãngulo Mágico (13C CP-MAS NMR) do vermicomposto ................. 29 

5.2.1  Ressonância Magnética Nuclear de 13C com Polarização Cruzada e 

Rotação no ângulo mágico (13C CP-MAS NMR) ................................................ 36 

5.3 Análise dos componentes principais (ACP) ................................................. 40 

5.4 Cromatografia líquida por exclusão de tamanho ......................................... 43 



 

vii 

 

5.5 Cromatografia líquida de alta eficiência com fase reversa (RP-HPLC) ........ 47 

5.6 Promoção do crescimento radicular em plântulas de milho ......................... 50 

5.7 Medida da acidez em solução e atividade da H+-ATPase ........................... 54 

5.8  Ensaio com mutantes de tomateiro variedade Micro-Tom com gene repórter 

sintético DR5::GUS ............................................................................................ 57 

6.CONCLUSÕES .................................................................................................. 60 

7.REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................... 62 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

viii 

 

 



 

ix 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lista de Figuras 

 

 

 

Figura 1. Mudanças na CTC= extraída com acetato de amônio a pH 7, relação 

C/N e teor de ácidos húmicos (AH) extraídos de diferentes vermicompostos: 

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

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

girassol, em diferentes estádios de maturação (0, 30, 60, 90 e 120 dias). ........... 28 

Figura 2. Espectros de RMN 13C de vermicomposto produzido a partir de: (VC1) 

esterco bovino; (VC2) esterco e bagaço de cana; (VC3) esterco bovino e torta de 

girassol e (VC4) esterco bovino, bagaço de cana e torta de girassol em diferentes 

estádios de maturação (0 e 120 dias). .................................................................. 32 

Figura 3. Espectros de RMN de 13C de AH extraídos de diferentes 

vermicompostos: (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco e bagaço de cana; (AH3) 

esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino, bagaço de cana e torta 

de girassol em diferentes estádios de maturação (0,60 e 120 dias). .................... 38 



 

x 

 

Figura 4. Scores (A) e Loadings (B) das componentes principais (CP1 e CP2) 

extraídas dos espectros de RMN de 13C das amostras de vermicompostos e 

ácidos húmicos ao longo do tempo de maturação. ............................................... 42 

Figura 5. HPSEC - Perfil cromatográfico de AH extraídos de diferentes 

vermicompostos : (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco e bagaço de cana; (AH3) 

esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino, bagaço de cana e torta 

de girassol em diferentes estádios de maturação (0,60 e 120 dias). .................... 45 

Figura 6. Índice de massa molecular relativa (Mw) de AH extraídos de diferentes 

vermicompostos: (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco e bagaço de cana; (AH3) 

esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino, bagaço de cana e torta 

de girassol em diferentes estádios de maturação (0, 60 e 120 dias). ................... 46 

Figura 7. RP-HPLC - Perfil cromatográfico de AH extraídos de diferentes 

vermicompostos : (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco e bagaço de cana; (AH3) 

esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino, bagaço de cana e torta 

de girassol em diferentes estádios de maturação (0,60 e 120 dias). .................... 48 

Figura 8. RP-HPLC – Índice de Hidrofobicidade de AH extraídos de diferentes 

vermicompostos : (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco e bagaço de cana; (AH3) 

esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino, bagaço de cana e torta 

de girassol em diferentes estádios de maturação (0,60 e 120 dias). .................... 49 

Figura 9. Efeito estimulatório de AH sobre o número de raízes laterais de 

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

esterco bovino; (AH2) esterco e bagaço de cana; (AH3) esterco bovino e torta de 

girassol e (AH4) esterco bovino, bagaço de cana e torta de girassol em diferentes 

estádios de maturação (0,30, 60, 90 e 120 dias). ................................................. 53 

Figura 10. Medida de pH de solução contendo plântulas de milho tratadas com 

AH. Os AH foram isolados de diferentes vermicompostos: (AH1) esterco bovino; 

(AH2) esterco e bagaço de cana; (AH3) esterco bovino e torta de girassol e (AH4) 

esterco bovino, bagaço de cana e torta de girassol em diferentes estádios de 

maturação (0,30, 60, 90 e 120 dias). .................................................................... 56 

../Downloads/Tese_Mestrado_Natalia_corre��o.doc#_Toc312773502
../Downloads/Tese_Mestrado_Natalia_corre��o.doc#_Toc312773502
../Downloads/Tese_Mestrado_Natalia_corre��o.doc#_Toc312773502
../Downloads/Tese_Mestrado_Natalia_corre��o.doc#_Toc312773502


 

xi 

 

Figura 11. Relação entre extrusão de H+ e atividade H+- ATPase  de membrana 

plasmática de plântulas de milho tratadas com o AH2 (esterco bovino e bagaço de 

cana) extraídos ao final do processo de vermicompostagem. .............................. 57 

Figura 12. Ensaio histoquímico para detecção da atividade da enzima 

glucuronidase (GUS) em raízes de plântulas do tomateiro transgênico DR5::GUS. 

As plântulas foram tratadas com AIA, CaCl2 2 mM (controle) e AH extraídos 

vermicomposto em diferentes estádios de maturação (0,60 e 120 dias): (AH1) 

esterco bovino; (AH2) esterco e bagaço de cana; (AH3) esterco bovino e torta de 

girassol e (AH4) esterco bovino, bagaço de cana e torta de girassol. A barra de 

escala corresponde a 50 µm. ................................................................................ 59 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESUMO 

 

 
 

 
 

 AGUIAR, NATÁLIA O. Msc.- Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 
Ribeiro. Outubro de 2011. CARACTERÍSTICAS QUÍMICAS E BIOATIVIDADE DE 
ÁCIDOS HÚMICOS ISOLADOS DE VERMICOMPOSTOS EM DIFERENTES ESTÁDIOS 
DE MATURAÇÃO. Orientador: Luciano Pasqualoto Canellas. Co-orientador: Etelvino 
Henrique Novotny. 

 

A utilização de insumos biológicos na produção agrícola vem crescendo a 

cada dia, diminuindo a dependência por produtos industrializados, que 

apresentam baixa eficiência de uso e custos cada vez mais significativos. A 

matéria orgânica (MO) estabilizada pela ação de minhocas tem reconhecida 

capacidade de estimular o crescimento vegetal e pode ser utilizada na produção 

de bioestimulantes. O produto gerado pelo processo da vermicompostagem de 

resíduos orgânicos é rico em substâncias húmicas (SH), especialmente ácidos 

húmicos (AH), um estimulante do crescimento vegetal. O objetivo do trabalho foi 

avaliar o processo de vermicompostagem de diferentes resíduos orgânicos 

através das características químicas e da bioatividade dos AH isolados dos 

vermicompostos em diferentes estádios de maturação (0, 30, 60, 90 e 120 dias). 
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Quatro resíduos foram utilizados na produção dos vermicompostos: esterco 

bovino, bagaço de cana e torta de girassol. Os vermicompostos foram 

caracterizados quimicamente pela determinação da relação C/N, CTC e teor de 

AH. A conformação em solução dos AH foi analisada por cromatografia líquida de 

alta performance por exclusão de tamanho (HPSEC) utilizando a coluna Polysep-

GFC-P 3000 (Phenomenex). O conteúdo hidrofóbico foi obtido por cromatografia 

líquida de alta performance de fase reversa (RP-HPLC) utilizando a coluna 

Supelco C-18.  O processo de maturação dos vermicompostos e dos AH também 

foi avaliado por medidas espectroscópicas utilizando a ressonância magnética 

nuclear (RMN do 13C). A bioatividade do material foi analisada pelo número de 

raízes laterais e medição de pH em solução contendo plântulas de milho tratadas 

com AH. Plantas mutantes com gene DR5::GUS responsivo a auxina foram 

utilizadas para verificar possível ação auxínica dos AH. Independentemente dos 

resíduos orgânicos usados neste trabalho, o processo de vermicompostagem foi 

caracterizado pela diminuição da relação C/N, aumento da CTC e do conteúdo de 

C-AH, assim como mudanças na abundância relativa de grupamentos funcionais 

verificados pela RMN de 13C, tais como aumento de aromáticos e fenólicos e 

diminuição de carboidratos A ACP mostrou que os AH apresentam menor 

quantidade de celulose (CP1) e maior quantidade de ácidos graxos (CP2) quando 

comparado aos vermicompostos. A promoção do crescimento radicular pelos AH 

parece ser do tipo auxínica, uma vez que foi observada a ativação do gene 

sintético (DR5::GUS) responsivo a auxina. Os AH são bons indicadores do 

processo de humificação. Todos os AH apresentaram bioatividade elevada a 

partir dos 60 dias de vermicompostagem. Os vermicompostos independentes do 

resíduo utilizado podem ser utilizados como fontes de extração de substâncias 

húmicas bioativas aos 60 dias de vermicompostagem.  

Palavras-chave: humificação, relação estrutura-atividade e efeitos fisiológicos. 
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ABSTRACT 

 

AGUIAR, NATÁLIA 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 (13C- 

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 β-glucuronidase 

(GUS) reporter gene. Independently of organic wast used in this work, the 
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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 13C 

NMR. During vermicompost maturation, a decrease of carbohydrate content and 

the selective preservation of the hydrophobic alkyl and aryl C components were 

observed by 13C-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. INTRODUÇÃO 

 

 

 

A prática da adubação de plantas com matéria orgânica (MO) é milenar e 

se confunde com a própria história da civilização. 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 empírico, 

o homem associou solos com coloração mais escura a solos mais férteis, devido 

ao maior conteúdo de MO. Aristóteles (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). Plínio, 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. Civilizações ainda mais antigas como os Persas no 

oriente crescente, Egípcios no vale do Nilo e Chineses foram sustentadas pela 

produção agrícola nas margens de rios que eram naturalmente enriquecidas com 

detritos orgânicos e sedimentos devido a inundações periódicas. A adição de 

carvão ao solo é resultante de uma prática milenar dos índios da Amazônia, que 

resultou na conhecida “Terra Preta de Índios”. Essa prática aumentava a 
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fertilidade do solo, a produtividade agrícola e atualmente está sendo resgatada e 

avaliada como alternativa de mitigação dos efeitos do aquecimento global.  

A revolução tecnológica proporcionada pela agricultura produziu as bases 

materiais necessárias para alterar o curso do processo civilizatório (Ribeiro, 

1991). Ao longo de sua história de mais de 10 mil anos, a agricultura tornou-se a 

mais importante atividade econômica do planeta, movimentando cerca de US$ 

1,64 trilhão por ano. Baseada na intensificação de técnicas modernas, tais como 

novas variedades de cultivo, fertilizantes químicos solúveis, medidas de proteção 

da lavoura (inseticidas, fungicidas, herbicidas) e mecanização intensiva, a 

“Revolução Verde” elevou a produção e a produtividade das lavouras (Singh, 

2000). Porém, a intensificação da produção agrícola trouxe consigo a degradação 

do ambiente de produção em escala global, provocando a degradação dos solos, 

matas e recursos hídricos. A agricultura intensiva é dependente de energia e 

produtos químicos oriundos de fontes minerais e combustíveis fósseis (petróleo), 

cujas reservas são limitadas, principalmente a matéria-prima para a indústria de 

fertilizantes. As reservas mundiais de fosfato, por exemplo, são muito limitadas e 

estima-se que estas poderão se exaurir antes que as de petróleo, representando 

uma séria ameaça à agricultura intensiva nos trópicos, pois os solos altamente 

intemperizados são dependentes de aplicação massiva de fosfatos solúveis para 

se tornarem produtivos. 

Essa estratégia de produção, que esgota os recursos naturais e é 

dependente de recursos não renováveis, 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, já que o solo representa o principal 

compartimento superficial de carbono.  

A crise da agricultura, ou melhor, do modo como se faz agricultura, não vai 

ser superada com o aumento do uso de tecnologia ou uso de tecnologias mais 

avançadas desenvolvidas sobre a mesma base de conhecimento. É necessário a 

ruptura desse paradigma e o desenvolvimento de novas bases científicas que 

busquem otimizar processos biológicos naturais e renováveis.  

O manejo de processos biotecnológicos naturais ainda está muito aquém 

do potencial que pode representar para o sucesso da produção agrícola 

sustentada. A ciclagem de nutrientes, a fixação biológica de nitrogênio e a 
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solubilização de rochas fosfatadas são alguns exemplos de processos 

microbiológicos naturais que garantem o potencial produtivo do solo e podem ser 

amplificados com o desenvolvimento de tecnologias sustentáveis (Olivares, 2009) 

O desenvolvimento de bioestimulantes a base de substâncias húmicas 

(SH) requer o conhecimento da natureza química da MO humificada. A eficiência 

da estimulação biológica depende principalmente da natureza química das SH, 

um dos aspectos mais estudados, porém, mais controversos da Química do Solo. 

A dificuldade de aplicar conceitos clássicos da química, tais como, fórmula 

molecular ou estrutural, configuração e conformação para as SH é uma barreira 

para o entendimento da natureza química desse material complexo. 

O uso de estimuladores de crescimento vegetal a base de SH na 

agricultura tem crescido nos últimos anos especialmente em culturas de elevado 

interesse econômico (Cunha et al., 2009; Baldotto et al., 2009). Para atender esse 

mercado promissor tem sido importada uma grande quantidade de produtos 

húmicos, geralmente obtidos de fontes geológicas não renováveis tais como 

turfas e rochas ricas em carbono humificado, como a leonardita e a lignita. Uma 

alternativa possível é a obtenção de matéria húmica a partir do produto da 

transformação de resíduos orgânicos pelos microrganismos e minhocas, 

conhecido como vermicompostagem. O produto final é o húmus de minhoca, 

naturalmente enriquecido com ácidos húmicos (AH) e com grande capacidade de 

promoção do crescimento vegetal, especialmente do sistema radicular (Canellas 

et al., 2002). 

Nesse trabalho foi realizado um estudo do processo de transformação de 

resíduos orgânicos e da bioatividade dos AH isolados em diferentes estádios de 

maturação do vermicomposto visando identificar a partir de qual estádio é 

possível obter AH em quantidade e com capacidade de estimular o crescimento 

radicular.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 
 
 
 

2.1 Vermicompostagem 

 

Uma fonte alternativa para extração de SH é o produto final da ação de 

minhocas sobre os resíduos orgânicos, ou seja, o húmus de minhoca, um material 

enriquecido com SH de elevada atividade biológica (Nardi et al., 2009). Embora 

os microrganismos sejam os responsáveis pela degradação bioquímica da MO, as 

minhocas direcionam o processo condicionando o substrato e alterando a 

atividade biológica (Dominguez, 2004). O estudo das transformações dos 

resíduos e o papel dos invertebrados nesse processo são a base da 

vermitecnologia e uma possibilidade de geração de inovações visando o 

desenvolvimento de insumos biológicos. 

Diversos resíduos orgânicos, além de esterco bovino, têm 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); resíduo de papel (Gajalakshmi et al., 2002) etc. No 

entanto, estudos sobre o tempo de maturação, características químicas e a 

atividade biológica das SH isoladas de diferentes vermicompostos são 

relativamente escassos. 

Dois produtos úteis são gerados com a vermicompostagem de resíduos, a 

biomassa de minhocas e o vermicomposto. O vermicomposto é um produto 

homogêneo, com reduzido nível 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 relação ao início do 

processo) e sem impactos adversos quando lançados no ambiente. De acordo 

com Suthar (2008), comparado ao sistema convencional de compostagem, a 

vermicompostagem sempre resulta na diminuição de massa dos resíduos, menor 

tempo de processamento e maior quantidade de húmus. 

A adição de vermicomposto ao solo estimula o crescimento das plantas 

pelo aumento do conteúdo de nutrientes (Kale et al., 1992; Behera et al., 2007), 

da melhoria das propriedades físicas do solo (Landgraf et al., 1999, Albiach et al. 

2001), proteção contra doenças pela supressão de microrganismos patógenos 

(Szczech, 1999; Bailey e Lazarouits, 2003, Sahni et al., 2008), economia no uso 

de água, aumento da atividade e diversidade biológica (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 biológica (Nardi et al., 

1996; Masciandaro et al., 1999; Dell‟Agnola e Nardi, 1987; Muscolo e Nardi, 1997; 

Muscolo et al., 1999; Façanha et al., 2002; Canellas et al., 2002; Quaggiotti 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 substâncias têm 

atividade similar à dos hormônios vegetais e aumentam a absorção de nutrientes 

e o crescimento vegetal (Vaughan e Malcolm, 1985; Chen e Aviad, 1990; Nardi et 

al., 2002).  
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2.2 Processo de Humificação  

 

O processo de humificação do composto envolve mudanças significativas 

na composição química dos resíduos orgânicos, e tem sido avaliado pelas 

alterações na relação C/N, índices de humificação e medidas espectroscópicas 

incluindo UV-VIS (ultravioleta-visível), IV-TF/DRIFT (Infravermelho com 

Transformada de Fourier e Refletância Difusa) e RMN (Ressonância Magnética 

Nuclear) (Domeizel et al., 2004; Plaza e Senesi, 2009). 

A elevada relação C/N do resíduo torna lento o processo de transformação 

da MO. Além disso, baixas taxas de decomposição também são justificadas pela 

recalcitrância dos compostos orgânicos presentes conferida tanto pela elevada 

massa molar, como pela capacidade de múltiplas interações (Huang e Hardie, 

2009) ou pelo baixo conteúdo de N.  

Outros índices baseados na natureza química dos compostos orgânicos 

têm sido usados na avaliação da maturidade de compostos e vermicompostos. 

Tais índices baseiam-se no conteúdo de SH, AH e fúlvicos (Domeizel et al., 

2004). Os índices mais usados são apresentados no Quadro 1. 

 
 
 
Quadro 1. Índices de maturação da matéria orgânica 

Razão de humificação CAH/C Inbar et al. (1990) 

Taxa de extração CSH/C Morel et al. (1979) 

Taxa de Humificação (CAH+CAF/C) x 100 Plaza e Senesi (2009) 

Razão AH/AF CAH/CAF Sugehara e Inoko (1981) 

Índice de polimerização CFF/CSH Morel et al. (1979) 

Adaptado de Domeizel et al. 2004 

 
 
 

Onde: CAH, CSH, CFF, CAF e C representam o conteúdo de carbono nos 

ácidos húmicos, substâncias húmicas, fração fúlvica, ácidos fúlvicos e carbono 

total oxidável, respectivamente. 
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Jimenez e Garcia (1992) estudaram a utilização desses índices na 

avaliação do processo de transformação de resíduos orgânicos e, com ajuda da 

APC (procedimento estatístico multivariado pela análise de componentes 

principais), indicaram a relação CAH/CAF como o melhor indicador da maturidade e 

humificação. O problema associado ao uso dos índices baseado no conteúdo das 

SH está no procedimento analítico de extração considerado demorado e tedioso. 

De acordo com Piccolo (2002) a estabilização da MO ocorre em dois 

passos: biodegradação dos componentes celulares e autoagregação dos produtos 

da biodegradação e ressíntese microbiana. Dessa forma, não é necessário a 

formação de novas ligações co-valentes para aumentar o grau de humificação da 

MO. A humificação, nessa concepção, é a progressiva autoassociação das 

biomoléculas que resistem a biodegradação e produtos orgânicos transformados 

durante ciclos de umedecimento e secagem. As supra-estruturas são 

termodinamicamente separadas pelo meio aquoso e adsorvidas na superfície dos 

minerais e/ou outros agregados húmicos preexistentes no caso da 

vermicompostagem. A exclusão da água significa diminuição da degradação 

microbiana e aumento da persistência da matéria húmica (Goebel et al., 2005). 

A estabilização da MO é, portanto, sinônimo de proteção contra a 

mineralização. O primeiro mecanismo responsável é a preservação seletiva dos 

compostos que leva a acumulação de moléculas recalcitrantes (Spaccini e 

Piccolo, 2009). Os resíduos vegetais e os estercos são as principais fontes de 

compostos de carbono para formação de húmus de minhoca. Esses resíduos 

conforme Kögel-Knaber, (2000) são formados por uma mistura complexa de 

produtos orgânicos compostos principalmente por polissacarídeos (amido, 

celulose, hemicelulose e pectina: 50-60%) e ligninas (15-20%), mas também de 

proteínas, polifenóis (taninos), clorofila, cutina e suberina, lipídeos e graxas (10-

20%). A quantidade de cada um desses compostos varia com o material a ser 

compostado. Esses componentes orgânicos são utilizados como substratos para 

obtenção de energia pelos microrganismos. 

De acordo com Sollins et al. (1996), as propriedades moleculares que mais 

influenciam na taxa de decomposição são: tamanho molecular; polaridade; 

ligações éter, presença de C-quaternário; fenil e grupos N heterocíclicos e longas 

cadeias de hidrocarbonetos hidrofóbicos. De forma simplificada, a complexidade 
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molecular (tamanho molecular associado à capacidade de fazer reações inter e 

intramoleculares) parece estar associada à recalcitrância. Além disso, uma das 

características das substâncias macromoleculares facilmente decompostas é a 

ocorrência de ligações hidrofílicas (Lutzow et al., 2006). Essas ligações são 

rompidas pelas hidrolases: um grupo genérico e sempre presente de enzimas 

(celulase, glicosidase, amidase, pectinase, xilanase, proteases, quitinases) com 

habilidade para quebrar ligações éster-, glicosídica-, éter-, peptídica e outras 

ligações C-N (Lutzow et al., 2006). 

 Assim, os biopolímeros mais recalcitrantes a degradação são aqueles que 

contêm anéis aromáticos como as ligninas e moléculas polimetilênicas tais como 

lipídeos, graxas, cutina e suberina (Derenne e Largeu, 2001). As ligninas contêm 

ligações não hidrolíticas, ou seja, somente ligações alifáticas-, alquil-aril e diaril. 

Portanto, não é facilmente degradada e pode se acumular durante a fase inicial 

da decomposição dos resíduos. Esse conceito de preservação seletiva foi 

questionado por uma série de autores. A concentração de ligninas é baixa em 

solos agriculturáveis indicando que pode ser decomposta rapidamente nessas 

condições (Kögel-Knaber, 2000). O uso da RMN 13C no estado sólido permitiu 

verificar que a lignina pode ser rapidamente degradada e não parece ser 

estabilizada durante a vermicompostagem (Venceslas-Akpas, 1997). Já o C-

alquílico em estruturas polimetilênicas é considerado uma forma bastante 

recalcitrante de C (Derene e Largeu, 2001) devido à sua hidrofobicidade. 

Determinar a hidrofobicidade das SH não é uma tarefa simples e a RMN de 

13C tem sido usada para estabelecer índices relativos tais como o índice de 

hidrofobicidade definido pela razão entre a soma das regiões de deslocamentos 

químicos de C-aromáticos e C-alquílicos e a soma das regiões de C-O alquílico e 

COOH (Piccolo, 2002). A espectroscopia de IV-TF/DRIFT também permite a 

obtenção de índices relativos de hidrofobicidade, tais como a razão entre as 

bandas de absorção de estiramentos C-H (entre 2930 e 2850 cm-1) e de 

polissacarídeos (1010 a 1160 cm-1) (Inbar et al., 1989). Em solução, a 

hidrofobicidade das SH pode ser fácil e rapidamente acessada por meio da 

cromatografia líquida de alta performance com fase reversa (RP-HPLC, em inglês 

Reverse phase - High performance liquid chromatographic) utilizando colunas de 

natureza hidrofóbica (C-18). Em tese, compostos mais hidrofílicos interagem 
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pouco com a coluna e são eluídos rapidamente. Já os compostos mais 

hidrofóbicos reagem com a matriz da coluna e por isso ficam mais tempo 

adsorvidos (maior tempo de retenção). 

 

2.3 Caracterização Química da Matéria Húmica 

 

Existem vários métodos disponíveis para determinação da distribuição de 

massa/tamanho molecular das SH, como ultracentrifugação, viscosimetria, 

crioscopia, espalhamento de luz, difração de raios X, osmometria por pressão de 

vapor, entre outros (Cabaniss et al., 2000). As técnicas cromatográficas baseadas 

no princípio da exclusão por tamanho em gel (CGE) e cromatografia líquida de 

alta performance por exclusão de tamanho (HPSEC, em inglês High Performance 

Size Exclusion Chromatography) são os métodos mais frequentemente usados, 

devido à simplicidade na obtenção de resultados (Janos, 2003). Atualmente tem 

sido enfatizado o uso de colunas rígidas, cujo empacotamento é compatível com 

a instrumentação da HPLC. Assim, a HPSEC tornou-se uma ferramenta 

importante na caracterização das SH, uma vez que favorece a elucidação de seu 

comportamento associativo em solução (Conte e Piccolo, 1999; Silva et al., 2000; 

Sierra et al., 2006; Peuravuori e Pihlaja, 2007). O processo de exclusão por 

tamanho baseia-se na velocidade diferencial de migração dos componentes de 

diferentes tamanhos em uma coluna específica, na qual moléculas maiores são 

eluidas e percorrem mais rapidamente o caminho entre os poros da coluna; e 

moléculas menores percorrem por dentro dos poros da fase estacionária da 

coluna, tendo assim um tempo maior de retenção 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 frações hidrofílicas e hidrofóbicas 

da MO (Guggenberger et al. 1994). Entretanto, a dificuldade no estabelecimento 

de métodos de análise ainda é um obstáculo na determinação da hidrofobicidade 

da MO (Abbt-Braun e Frimmel, 1999). Egeberg e Alberts (2002) demonstraram 

através da RP-HPLC a influência do pH e da força iônica na determinação da 

hidrofobicidade da MO e observaram que o pH é o principal fator de influência, já 
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que existe uma fração que é hidrofílica em qualquer valor de pH. A utilização da 

RP-HPLC com colunas de fase-reversa e caráter hidrofóbico (C-18) tem fornecido 

informações importantes a cerca da hidrofobicidade das SH. Vários trabalhos têm 

sido conduzidos no sentido de demonstrar a influência da hidrofobicidade sobre o 

solo. Estudos iniciais de Martin e Synge (1941) e Consden et al. (1944) 

demonstraram que a cromatografia pode fornecer informações quantitativas sobre 

a hidrofobicidade de moléculas em solução. Sullivan (1990) mostrou que a 

distribuição não-uniforme da hidrofobicidade da MO no solo pode retardar a 

entrada de água nos agregados e assim aumentar sua resistência a hidratação 

(repelência a água). Desta forma, solos que contêm MO de natureza mais 

hidrofóbica são capazes de formar agregados mais estáveis do que aqueles que 

possuem MO mais hidrofílica. Atanassova e Doerr (2010) verificaram que a 

extração de compostos lipofílicos modifica a capacidade de infiltração de água 

nos agregados do solo. A hidrofobicidade da MO também tem sido relacionada 

com a capacidade de formação de complexos argilo húmicos estáveis (Laird et 

al., 2001). Segundo Bastos et al. (2005), a adição de moléculas orgânicas com 

acentuado caráter hidrofóbico e hidrofílico na sua estrutura, como os AH, foi 

capaz de melhorar a agregação de solos com grau de intemperismo avançado. 

As espectroscopias no estado sólido (IV-TF/DRIFT e RMN de 13C) são 

ferramentas poderosas para o exame detalhado de mudanças na composição dos 

compostos de carbono durante a vermicompostagem. Chen et al. (1989) 

demonstraram que durante a vermicompostagem o conteúdo de carboidratos 

decresceu enquanto que o de C-aromático e grupos carboxílicos aumentaram. 

Resultados similares foram obtidos por Sen e Chandra (2007) que verificaram 

rápido aumento durante o período inicial de vermicompostagem, da intensidade 

de sinais relativos a C-aromáticos e C-alifáticos, enquanto que o sinal atribuído à 

ligação O-C alquílico diminuiu. Vinceslas-Akpa e Loquet (1997) encontraram 

aumento de celulose (em massa e volume) no final da vermicompostagem com 

consequente decréscimo no conteúdo de ligninas. Apesar de não permitir um 

nível de detalhamento na análise da funcionalidade da matéria húmica, quando 

comparável a RMN de 13C, a espectroscopia na região do IV-TF/DRIFT tem um 

custo muito mais baixo associado à enorme rapidez (a escala de obtenção dos 

espectros é de horas/dia para RMN de 13C 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 características 

relacionadas com a indução do crescimento vegetal, tornou-se imprescindível o 

uso de técnicas de tratamentos de dados mais complexas do ponto de vista 

matemático e estatístico. De maneira que o modelo matemático seja capaz de 

explicar o fenômeno observado e que também seja capaz de proporcionar 

previsões dentro e, se possível, fora dos limites investigados (Gaudio e 

Zandonade, 2001), citado por Dobbss (2010). 

Com o advento da tecnologia computacional técnicas analíticas 

multivariadas estão sendo amplamente utilizadas nas diversas áreas do 

conhecimento. Segundo os estatísticos Hardyck e Petrinovich (1976), os métodos 

de análise multivariada predominarão no futuro e resultarão em drásticas 

mudanças na maneira de como profissionais de pesquisa pensam e planejam 

suas pesquisas (Hair et al., 2005). Uma análise multivariada considera diferentes 

variáveis relacionadas simultaneamente, sendo todas consideradas igualmente 

importantes. Trata-se de uma análise exploratória, que gera hipóteses, e não uma 

técnica confirmatória, como nos testes de hipótese, nos quais se tem uma 

afirmação a respeito da amostra em estudo. Embora, às vezes, possa ser 

utilizada para confirmação dos eventos (Hair et al., 2005), citado por Vicini (2005). 

Dentre as técnicas de análise multivariada mais estabelecida estão: (a) análise de 

componentes principais e análise dos fatores comuns, (b) regressão múltipla e 

correlação múltipla, (c) análise discriminante múltipla, (d) análise multivariada de 

variância e co-variância, (e) análise de grupamentos e (f) escalonamento 

multidimensional (Hair et al., 2005). 

 A análise 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 método fatorial, pois a redução do 

número de variáveis não se faz por uma simples seleção de algumas variáveis, 

mas pela construção de novas variáveis sintéticas, obtidas pela combinação linear 

das variáveis iniciais (Bouroche, 1982).  
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2.4 Bioatividade das Substâncias Húmicas 

 

Desde o início do século passado já se conhecia a propriedade dos AH de 

estimular o crescimento vegetal quando usados em concentrações relativamente 

pequenas (Bottomley, 1917). Vários mecanismos de ação têm sido propostos 

para explicar como as SH podem induzir o crescimento radicular. Os mais 

tradicionais se referem à formação de complexos solúveis com metais, 

especialmente com os cátions que também são micronutrientes e encontrados em 

pequena concentração na solução do solo (Cesco et al., 2002); também foi 

popular a explicação de que a ação surfactante das SH poderia levar ao aumento 

da permeabilidade das membranas biológicas (Visser, 1987) e por conseguinte ao 

aumento da absorção de íons. Se por um lado o aumento da permeabilidade das 

membranas aumenta a entrada de íons, por outro facilita a saída já que o referido 

aumento não é seletivo. Além disso, são vários os experimentos com ação 

fisiológica de SH (Vaughan e Malcolm, 1985; Nardi et al., 2009) nos quais são 

usados meios sem a presença de nutrientes. O formato das curvas de dose-

resposta (bell-shape curve) típicas de SH sugere uma ação do tipo hormonal. 

As auxinas, principal hormônio envolvido no enraizamento, induzem o 

aumento de H+-ATPase de membrana plasmática nas plantas (Frias et al., 1996). 

As bombas H+ membranares acidificam o apoplasto e deixam a parede celular 

mais maleável facilitando o elongamento celular (Hager et al., 1991; Frias et al., 

1996). A ativação das bombas de H+ também promove a nutrição vegetal pela 

geração do gradiente eletroquímico que dirige o transporte iônico através das 

membranas celulares via sistemas transportadores secundários. Uma revisão do 

papel das bombas no crescimento vegetal pode ser encontrada em Morsomme e 

Boutry (2000). A presença de moléculas ou unidades bioativas semelhantes às 

auxinas ligadas ou agregadas às SH foi relacionada com a indução de sítios de 

mitose nas raízes e ativação das H+-ATPases (Canellas et al., 2002). Foi 

observado anteriormente, por meio de imunoensaios (Muscolo et al., 1998) ou 

detecção por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas 

(Canellas et al., 2002), a presença de unidades estruturais semelhantes ao ácido 

indol acético (AIA) em AH. Muscolo et al., (1998) também observaram que AH 
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isolados de vermicomposto podem  induzir a proliferação de raízes laterais em 

plântulas de milho que, por sua vez, são formadas por células com membranas 

enriquecidas com H+-ATPases (Jahn et al., 1998). Além disso, verificou-se que os 

AH podem aumentar a expressão das H+-ATPases nas membranas e Canellas et 

al. (2002) justificaram esse fenômeno à luz da teoria do crescimento ácido que 

postula a acidificação do apoplasto, causado pela ativação das bombas de H+ 

como evento essencial para a expansão celular (Rayle e Cleland, 1992). Tem sido 

relatado que a auxina pode induzir a síntese de H+-ATPase (Hager et al., 1991) 

pelo mecanismo de indução pós-transcripcional (de mRNA de H+-ATPase) das 

isoformas (Mha2) expressas em milho (Frias et al., 1996). Quaggiotti et al. (2004) 

verificaram superexpressão desse gene em plantas tratadas com SH. Uma 

revisão 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 indução da sinalização celular uma vez que foi observada uma ativação 

concertada entre as bombas de H+ da plasmalema e tonoplasto (Zandonadi et al., 

2007). Recentemente, Dobbss et al. (2010) utilizando plântulas transgênicas de 

tomateiro Micro Tom com gene repórter DR5::GUS visualizaram a rota de 

sinalização utilizada por auxinas estimuladas por SH isoladas de vermicomposto. 

Os efeitos das SH sobre a fisiologia das plantas geralmente é reconhecido 

como resultado da promoção 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 adaptação 

das plantas a ambientes com baixo conteúdo de nutrientes disponíveis ou 

submetidos a estresse hídrico (Fitter, 1991). 

Muscolo et al. (2007) postularam que a interação entre a matéria húmica e 

o sistema radicular é possível na rizosfera quando moléculas húmicas em solução 

têm 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 fração das SH de maior bioatividade. 

Entretanto, frações de distribuição de massa molecular maior tais como os AH 

resultantes de vermicompostos têm reconhecida bioatividade (Canellas et al., 

2002). Aguiar et al. (2009) e Canellas et al. (2010) utilizaram a cromatografia por 
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exclusão em gel de sephadex e a HPSEC e não encontraram qualquer relação 

entre a distribuição de massa molecular e a bioatividade das SH avaliadas tanto 

pela indução na emergência das raízes laterais como pela promoção da atividade 

das H+-ATPases de membrana plasmática. 

Assim, com o avanço da humificação durante o processo de 

vermicompostagem é possível que se obtenha material húmico de maior atividade 

biológica e que o ensaio com plantas seja um bom indicador do momento 

oportuno para extração de matéria húmica a ser utilizada como promotor do 

crescimento vegetal. 

 

2.5 Bioatividade das substâncias húmicas e hidrofobicidade 

 

O estabelecimento da relação entre a composição estrutural e a atividade 

biológica das SH é de extrema importância para o desenvolvimento de insumos 

biológicos para a agricultura. No entanto, isso não é uma tarefa simples, visto à 

complexidade molecular das SH e sua ação em diferentes rotas metabólicas de 

plantas (Carletti et al., 2008). Estudos prévios demonstraram que as SH em 

solução aquosa apresentam comportamento típico de micelas heterogêneas 

(Šmejkalová e Piccolo, 2008), cujas estruturas supramoleculares possuem 

“domínios hidrofóbicos” que favorecem interações moleculares como moléculas 

surfactantes, água ou moléculas orgânicas em solução (Nowick et al., 1994). 

O papel da hidrofobicidade das SH e a sua atividade química no solo foram 

discutidos por Piccolo (2002). Além da formação de agregados estáveis e 

estruturação do solo, ele descreve o papel relevante das SH na preservação de 

compostos labéis no solo e, portanto, no sequestro de carbono. Piccolo (1996) 

postulou que os componentes hidrofóbicos, derivados da degradação de plantas 

ou da ressíntese de microrganismos, são capazes de incorporar moléculas 

hidrofílicas nos seus domínios hidrofóbicos e protegê-las contra a degradação. 

Spaccini et al. (2000) mostraram que os compostos orgânicos liberados no solo 

por mineralização de resíduos vegetais frescos são armazenados na fração 

hidrofílica de AH, que são, por sua vez, estabilizados contra a degradação 

microbiana pelos domínios húmicos mais hidrofóbicos. Além disso, Spaccini et al. 

(2002) utilizando um composto de fácil degradação marcado isotopicamente, 
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demonstraram que a adição de matéria húmica de natureza hidrofóbica no solo 

protegeu o composto da degradação bioquímica. 

O processo de “aprisionamento” de moléculas hidrofílicas bioativas nos 

domínios hidrofóbicos dos AH sugere que quanto mais hidrofóbicas forem as SH, 

maior é o potencial de incorporação dessas moléculas. Neste contexto, especula-

se que dentro da estrutura complexa das SH, existem diferentes tipos e 

concentrações de moléculas bioativas, tais como as auxinas. Uma possível 

explicação se baseia na nova conformação supra-estrutural das SH. Este modelo 

postula a hipótese de que compostos de reconhecida capacidade de regulação e 

estimulação do crescimento vegetal (hormônios vegetais) estariam fracamente 

unidos aos domínios hidrofóbicos das SH (Piccolo, 2002). E que a liberação 

dessas subunidades bioativas aconteceria pelo rompimento dessa estrutura 

quando em contato com pequenas concentrações de ácidos orgânicos, o que 

favoreceria o 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 

orgânicos ligados aos agregados húmicos em diferentes níveis de interação. É 

provável que as SH atuem absorvendo ou liberando moléculas de sinalização, se 

comportando como um regulador do equilíbrio hormonal, no que diz respeito à 

emergência das raízes laterais. Canellas et al. (2011), aplicando a mesma 

abordagem “humeomic” proposta por Nebbioso e Piccolo (2011), verificaram que 

AH submetidos a hidrólise alcalina e ácida perderam a capacidade de indução de 

raízes lateral. Esses resultados ajudam a confirmar a hipótese de que os 

domínios húmicos hidrofóbicos protegem e preservam fragmentos moleculares 

bioativos que, quando liberados em solução devido a alterações na sua 

conformação estrutural, podem interagir com receptores de plantas e induzir o 

crescimento vegetal. 
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3. HIPÓTESE E OBJETIVO GERAL 

 

 

 

A hipótese de trabalho é de que existe uma relação entre o tempo de 

vermicompostagem dos diferentes resíduos e a bioatividade dos AH. O objetivo 

geral do trabalho foi avaliar algumas características químicas e a bioatividade dos 

AH isolados de diferentes vermicompostos e em diferentes estádios de 

maturação. 

 

3.1 Objetivos específicos 

 

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

bagaço de cana-de-açúcar e torta de girassol; 

 

2. Avaliar o processo de transformação da matéria orgânica durante o 

processo da vermicompostagem usando relação C/N, produção de AH, 

capacidade de troca de cátions (CTC), composição elementar e 
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distribuição de grupamentos funcionais através de técnicas de RMN de 13C 

como parâmetros indicadores; 

 

3. Avaliar a natureza química dos AH em diferentes estádios de maturação do 

vermicomposto por métodos cromatográficos (HPSEC e a RP-HPLC) e 

espectroscópicos (CP-MAS RMN de 13C); 

 

4. Avaliar a bioatividade dos AH isolados em diferentes estádios de 

maturação do vermicomposto através da avaliação do número de raízes 

laterais, atividade da H+-ATPase e medidas de acidez (extrusão de 

prótons) em solução contendo plântulas de milho tratadas com AH; 

 

5. Avaliar uma possível atividade auxínica dos AH isolados em diferentes 

estádios de maturação do vermicomposto utilizando mutantes de tomateiro 

variedade MicroTom com gene repórter sintético DR5::GUS responsivo a 

auxina. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 
 
 
 

4.1 Produção dos vermicompostos, amostragem e análises 

  Quatro diferentes compostos foram utilizados na produção dos 

vermicompostos: (VC1) esterco bovino; (VC2) esterco bovino + bagaço de cana 

(1:1 v/v massa seca); (VC3) esterco bovino + torta de girassol (1:1 v/v massa 

seca); (VC4) esterco bovino + bagaço de cana-de-açúcar + torta de girassol (1:1:1 

v/v/v massa seca). Os resíduos foram colocados em cilindros de concreto com 

capacidade para 150 L e a umidade foi mantida entre 60-70% com adição de 

água semanalmente, seguida de mistura do composto. Depois de 

aproximadamente um mês, foram introduzidas as minhocas (Eisenia foetida) na 

proporção de 5 kg por m3 de resíduo. 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 resíduo 

orgânico, nos diferentes tempos: 0, 30, 60, 90 e 120 após a adição das minhocas. 

As amostras coletadas foram rigorosamente misturadas, secas, moídas, 

peneiradas. O carbono orgânico total e o conteúdo de N total foram determinados 

por combustão seca no analisador automático CHN.   
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4.2 Extração das substâncias húmicas 

 

A extração das SH solúveis dos vermicompostos foi realizada com NaOH 

0,1 mol L-1, na razão solvente: vermicomposto de 1:10 (v:v) em atmosfera inerte 

de N2. A extração foi repetida até a obtenção de extrato descolorido obtido, em 

média, após cinco extrações. Uma parte do extrato alcalino foi ajustado a pH 7,0 e 

submetido ao processo de diálise contra água destilada em membranas com 

poros de exclusão menor que 1000 Da. Após a diálise, as SH alcalino solúveis 

foram congeladas e secas por liofilização. A outra parte do extrato alcalino foi 

utilizada para a obtenção dos AH mediante o ajuste do pH da solução até 

aproximadamente 1,5 com HCl 6 mol L-1. A operação de redissolução (com NaOH 

0,1 mol/L) e precipitação (com HCl 6 mol L-1) foi repetida três vezes. Em seguida, 

foram adicionados 200 mL de solução aquosa diluída de HF e HCl (preparada 

com 5 mL de HCl concentrado e 5 mL de HF concentrado, sendo o volume da 

solução completado para 1 L com água deionizada). A amostra ficou sob agitação 

durante oito horas e os AH separados por centrifugação. Os AH foram lavados 

com água 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-1, logo após 

foram submetidos a diálise e secos por liofilização. O sobrenadante produzido 

com a acidificação do meio alcalino foi eluído em uma coluna preenchida com a 

resina XAD-8 (0,33 g resina: 1 g vermicomposto). A coluna foi lavada com dois 

volumes de água destilada para retirada de compostos hidrofílicos livres e os 

ácidos fúlvicos (AF) retidos na coluna foram eluídos com um volume de NaOH 0,1 

mol L-1. Os AF foram titulados a pH 7,00 com HCl 0,1 mol L-1, submetidos a 

diálise, congelados e secos por liofilização. 

 A determinação dos teores de C oxidável nos vermicompostos e nas 

frações humificadas foi realizada após a reação com K2Cr2O7 0,0866 mol L-1 com 

fornecimento de calor externo seguido da titulação com Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O 0,2 

mol L-1. 
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4.3 Ressonância Magnética Nuclear com Polarização Cruzada e Rotação no 

Ângulo Mágico (13C CP-MAS NMR)  

 

 O processo de vermicomostagem foi analisado ao 0 e 120 dias utilizando 

a espectroscopia 13C CP-MAS NMR. Os espectros de vermicomposto e AH foram 

obtidos no equipamento Bruker-400 equipado com sonda para amostras sólidas 

nas seguintes condições experimentais: sequência de pulsos utilizada: CP/MAS; 

frequência de observação: 75,4 MHz para o 13C; largura espectral de 50 kHz; 

tempo de aquisição 50 ms; pulso de 5 ms (90 o); intervalo entre pulsos: de 4 s; 

tempo de contato de 1 ms; núcleo desacoplado na aquisição: 1H; modo 

desacoplador: “gated”; e número de transientes: 10.000. As áreas dos sinais de 

RMN foram integradas utilizando-se o software do espectrômetro Bruker 

(Topspin) e hexametilbenzeno (HMB) (δmetilas = 17,3 ppm) como referência 

secundária. Os deslocamentos químicos foram expressos em ppm e os espectros 

integrados nas seguintes regiões: C alquílico (0–50 ppm), C mono ou dioxigenado 

ou C de peptídeos (50–110 ppm), C aromáticos e olefinas (110–150 ppm), C 

aromático substituído por heteroátomo (150–165 ppm) e C em grupamentos 

carboxílicos, cetonas, amidas ou éteres (165–200 ppm). 

 

4.4 Análise dos componentes principais (ACP) 

 

A análise dos componentes principais (CP) permite a identificação das 

medidas responsáveis pelas maiores variações entre os resultados, sem perdas 

significativas de informações, transformando um conjunto original de variáveis em 

outro conjunto, os CP de dimensões equivalentes (Vicini, 2005). 

Para a determinação das CP, é necessário calcular a matriz de variância-

co-variância, ou a matriz de correlação, encontrar os autovalores e os autovetores 

e, por fim, escrever as combinações lineares, que serão as novas variáveis, 

denominadas de CP (Regazzi, 2001). Consiste em encontrar combinações não 

correlacionadas que descreva a variação 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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variáveis (espectros). O algoritmo usado para calcular os loadings e scores foi 

SVD (Singular Value Decomposition). A validação do modelo foi realizada pelo 

método “full cross-validation”. A diferença entre os modelos completos e de 

validação foi inferior a 10 %. 

 

4.4 Cromatografia Líquida de Alta Performance por Exclusão de Tamanho 

(HPSEC)  

 

 A HPSEC foi utilizada para avaliar a distribuição da massa molecular 

aparente (Mw) dos AH em diferentes estádios 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 Índice de Refração, uma bomba 

isocrática, um injetor automático e um loop de 100 μL para injeção manual da 

amostra. O sistema está acoplado a um computador, que processa os dados pelo 

software Autochro 3000. A separação por exclusão de tamanho se deu através da 

coluna BioSep- SEC S200 Phenomenex, com 300 mm de comprimento, 7,8 mm 

de diâmetro interno e 5 μm de diâmetro de poros. A pré-coluna Polysep-GFC-

Guard Column, com 35 mm de comprimento, 7,8 mm de diâmetro interno e 0,2 

μm de diâmetro de poros, foi usada para proteger a coluna de possíveis 

contaminações presentes nas amostras. O tampão fosfato (NaH2PO4 0,0625 mol 

L-1, pH 7,0 e força iônica 0,104 mol L-1) foi usado como eluente (fase móvel), 

com fluxo de 1,5 mL min-1 em alta pressão. O volume injetado na coluna foi de 20 

μL na concentração de 0,5 g L-1 de AH. O índice relativo de Mw foi calculado pela 

razão dos componentes de menor massa molecular (Mw 2) pelos componentes de 

maior massa molecular (Mw 1). 
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4.5 Cromatografia Líquida 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 Índice de Refração; uma bomba isocrática, 

um injetor automático e um loop de 100 μL para injeção 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 diâmetro interno e 25 mm x 4 mm de comprimento. As amostras foram 

dissolvidas em KOH 0,01 mol L-1 e diluídas em água Mili-Q (ultrapura), em 

seguida filtradas em membranas com poros de 13 mm . Acetonitrila e água Mili-Q 

foram utilizadas como fase móvel na proporção 60 : 40 % vv, respectivamente. O 

volume injetado na coluna foi de 20 μL na concentração de 0,5 g L-1 de AH, com 

fluxo de 0,5 ml min-1. O índice de hidrofobicidade foi obtido pela razão da área 

hidrofílica (HI) pela hidrofóbica (HB). Considerando que o primeiro pico 

corresponde aos componentes hidrofílicos, ou seja, que pouco interage com a 

matriz da coluna (fase estacionária) e que o segundo representa os componentes 

hidrofóbicos, que ficaram mais adsorvidos na fase estacionária da coluna 

cromatográfica. 

 

4.6 Análise de raízes laterais de plântulas de milho  

 

Sementes de milho (Zea mays L., var „UENF 506-6‟), foram esterilizadas 

através da imersão em uma solução de NaClO 1.0% por 30 minutos e, depois, 

colocadas em água destilada por um período de seis horas após a lavagem. Em 

seguida, as sementes foram acondicionadas em papel, para germinação no 

escuro, a 28°C. Quatro dias após a germinação das sementes, as plântulas foram 

transferidas para um meio mínimo contendo CaCl2
 
2 mM e 20 mg C L-1 de AH 
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extraídos dos diferentes vermicompostos ao longo da vermicompostagem. O pH 

da solução foi ajustado para 5,8. Após cinco dias, as plântulas foram coletadas e 

avaliadas. O meio mínimo (CaCl2
 
2 mM) foi utilizado a fim de evitar qualquer 

influência dos nutrientes, que poderiam funcionar de maneira sinergística com os 

AH, estimulando o desenvolvimento radicular e o metabolismo das plântulas (e.g. 

Pinton et al., 1999). 

 

4.7  Medida de acidez em solução 

 

 A bioatividade dos AH foi avaliada pela medição de acidez em solução 

contendo plântulas de milho tratadas com AH. Foi utilizada a concentração de 2,0 

mM de C de AH (Dobbss et al., 2010). Nesse experimento, o meio mínimo (CaCl2 

2 mM) foi utilizado a fim de evitar qualquer influência dos nutrientes, que poderiam 

funcionar de maneira sinergética com os AH, estimulando o desenvolvimento 

radicular e o metabolismo das plântulas. Sementes de milho (Zea mays L., var. 

UENF 506-6) foram esterilizadas com uma solução de NaClO 1,0% por 30 

minutos, e, em seguida, colocadas em água destilada por um período de seis 

horas após a lavagem. As sementes foram acondicionadas em papel germitest, 

no escuro a 28°C. Quatro dias após a germinação das sementes de milho, as 

plântulas foram transferidas para o meio mínimo contendo CaCl2 2 mM e a 

concentração de 2,0 mM C de AH. As plantas foram submetidas ao tratamento 

com e sem AH durante 48 horas. Após este período, as plantas foram transferidas 

para um recipiente com 50 mL de uma solução de CaCl2 2mM com pH 7. Após 24 

horas foi medida acidez (pH) da solução com potenciômetro Orion da Thermo Inc. 

As raízes foram digitalizadas e secas em estufa de ar forçado. A acidez do meio 

foi expressa em mM H+ g-1 massa seca de raiz. O delineamento experimental 

utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com 10 repetições por tratamento, 

cujo modelo matemático pode ser descrito como: Yij = µ + ti + eij, onde: Yij = 

resposta experimental medida na unidade experimental j submetida ao tratamento 

i; µ = média geral; ti = efeito relativo ao tratamento i; eij = erro aleatório. Foi feita a 
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análise da variância e as médias comparadas pelo teste DMS P < 0,05 pelo 

programa SAEG. 

 

4.8 Atividade da H+-ATPase de membrana plasmática 

 

 Plântulas de milho (híbrido UENF 506-6) foram crescidas durante sete 

dias em meio mínimo contendo 2,0 mM L-1 de CaCl2 (controle) ou suplementado 

com AH isolados do VC2 (aos 120 dias) concentração equivalente a 2,0 mM L-1 

de C. As vesículas da fração microssomal (membranas do vacúolo e plasmática) 

foram isoladas de raízes de plântulas de milho utilizando-se a centrifugação 

diferencial, como descrito por De Michelis e Spanswich (1986). Resumidamente, 

10 g (massa de tecido fresco) de raízes de milho foram homogeneizadas usando 

grau e pistilo em 20 mL de meio de extração gelado com 0,250 mol L-1 de 

sacarose, 10 % de glicerol (m:v), 0,5 % de PVP-40 (polivinilpirrolidona-40 KDa), 

0,002 mol L-1 de EDTA (ácido etileno diamino tetracético), 0,2 % de BSA 

(albumina sérica bovina) (m:v) e 0,1 mol L-1 de tampão Tris [tris-(hidroximetil) 

aminometano] -HCl, pH 7,8. Imediatamente antes do uso foram adicionados 0,150 

mol L-1 de KCl, 0,002 mol L-1 de DTT (ditiotreitol) e 0,001 mol L-1 de PMSF 

(fluoreto de metilfenilsulfonil). A manipulação das raízes até a obtenção do 

homogenato, bem como as centrifugações, teve a temperatura controlada a fim 

de que não excedesse 4 °C. Além disso, o pH do tampão de extração também foi 

monitorado durante o procedimento, mantendo-se na faixa de 7,2-7,6. Após a 

maceração, o homogenato resultante foi filtrado por meio de quatro camadas de 

gaze e submetido à centrifugação em uma centrífuga himac CP (HITACHI) a 

1.700 g durante 12 min. O sobrenadante foi coletado e submetido a uma nova 

centrifugação a 10.000 g por 15 min em uma ultracentrífuga himac CP 85b 

(HITACHI), utilizando o rotor P70. O sobrenadante foi submetido à nova 

centrifugação (100.000 g por 40 min). O precipitado dessa nova centrifugação, 

denominado fração microssomal, foi ressolubilizado em meio de ressuspensão. O 

precipitado foi coletado e ressuspendido em 1 mL de solução-tampão (glicerol 15 

% (v:v), DTT 0,001 mol L-1, PMSF 0,001 mol L-1, 0,01 mol L-1 de Tris-HCl pH 7,6 e 

EDTA 0,001 mol L-1) e armazenado em freezer a -70 °C por não mais que três 
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semanas. A atividade de hidrólise da H+-ATPase foi determinada de acordo com o 

método de Fiske e Subbarow (1925). A reação foi iniciada com a adição da 

proteína e interrompida por meio da adição de ácido tricloroacético (TCA) gelado 

para uma concentração final de 10 % (v/v). O meio de reação continha 0,01 mol 

L-1 de Mops [ácido 3-(N-morfino) propano sulfônico]-Tris pH 6,5, 0,003 mol L-1 de 

MgCl2, 0,1 mol L-1 de KCl, 0,001 mol L-1 de ATP e 50 μg de proteína. Cerca de 75 

% da atividade da H+-ATPase das vesículas foi inibida por 0,0002 mol L-1 de 

vanadato, um inibidor muito eficiente da ATPase do tipo P (De Michelis e 

Spanswick, 1986). Em todos os experimentos, a atividade hidrolítica da H+-

ATPase foi medida a 32 ºC, com ou sem vanadato, e a diferença entre essas 

duas atividades foi atribuída à ATPase do tipo P. 

 

4.9  Ensaio com mutantes de tomateiro variedade MicroTom com gene 

repórter sintético DR5::GUS  

 

  Sementes de plantas transgênicas de tomate da variedade MicroTom 

DR5::GUS foram esterilizadas com hipoclorito 30% durante 5 minutos sob 

agitação e colocadas para germinar em caixas gerbox em uma BOD (27o C). 

Quatro dias após a germinação, foram tratadas com os AH isolados dos 

vermicompostos. As plântulas foram tratadas durante quatro dias com 50 mg de 

AH L-1 em solução com CaCl2 2 mM L-1, 10 mM de AIA ou CaCl2 2 mM L-1 

(tratamento controle). As análises histoquímicas foram realizadas de acordo com 

o procedimento descrito anteriormente por Jeferson et al. (1986). O ensaio 

histoquímico é um método qualitativo, baseado na clivagem do substrato 5-

bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-glucuronídeo (X-gluc) pela β-glucoronidase. O produto 

dessa reação, na presença de oxigênio, forma dímeros, resultando em um 

precipitado insolúvel de cor azul. A microscopia ótica foi utilizada para avaliar os 

segmentos de raízes corados. As sementes foram gentilmente cedidas pelo 

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

 

 

5.1 Caracterização dos vermicompostos 

 

O processo de vermicompostagem foi monitorado para avaliar as principais 

mudanças ocorridas nas características químicas. A Figura 1 apresenta as 

mudanças ocorridas na CTC, na relação C/N e no conteúdo de AH extraído do 

vemicomposto ao longo do processo de vermicompostagem. A CTC (Figura 1A) 

aumentou consideravelmente ao final do processo de vermicompostagem. As 

transformações químicas ocorridas nos resíduos decorrentes da ação de 

microrganismos e minhocas são conhecidas como reações de bioxidação, e 

resultam na fragmentação física e enriquecimento de produtos da degradação. 

Exoenzimas acessam seus substratos produzindo reações de oxidação e 

consequentemente grupamentos funcionais oxigenados capazes de sofrer 

ionização e contribuir para a CTC da MO. Os resultados da CTC estão dentro da 
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faixa recomendada por Jimenez e Garcia (1992) para produtos estabilizados, ou 

seja, valores de CTC superiores a 60 cmolc kg-1.  

A Figura 1B apresenta a relação C/N dos diferentes vermicompostos. O 

VC2 apresentou a maior relação no início da vermicompostagem, seguido do 

VC3, VC1 e VC4. A partir dos trinta dias de vermicompostagem, o VC2 sofreu 

queda significativa na relação C/N e praticamente se manteve estável até os 

cento e vinte dias. Os demais vermicompostos apresentaram diminuições na 

relação até os sessenta dias, e então se mantiveram sem grandes mudanças até 

o final do processo. A relação C/N é um dos mais importantes parâmetros no 

controle do processo de compostagem e na determinação do grau de maturação 

(Jiménez e Garcia, 1989; Stevenson,1982 e Kononova, 1996).  Os resultados aqui 

encontrados já eram esperados visto que o processo de humificação promove 

uma diminuição na relação C/N (Atiyeh et al., 2002). Ao final da 

vermicompostagem a relação C/N de todos os vermicompostos estava dentro da 

faixa permitida, indicando que o processo de maturação dos compostos foi 

satisfatório. 

 A Figura 1C apresenta os teores de AH extraídos 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 

húmus ou do incremento da atividade biológica que promove a síntese de SH 

mais condensadas, segundo Orlov (1998), citado por Canellas et al. (2001). 

Xiaowei Li e Jian Yang (2010) analisando a composição e funcionalidade de 

frações húmicas de vermicomposto, também verificaram diminuição da relação 

C/N e aumento no conteúdo de AH. Tais resultados sugerem que a 

vermicompostagem é uma tecnologia eficiente para produção de matéria orgânica 

humificada de qualidade.  
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Figura 1. Mudanças na CTC= extraída com acetato de amônio a pH 7, relação 
C/N e teor de ácidos húmicos (AH) extraídos de diferentes vermicompostos: 
(VC1) esterco bovino, (VC2) esterco bovino e bagaço de cana, (VC3) esterco 
bovino e torta de girassol e (VC4) esterco bovino, bagaço de cana e torta de 
girassol, em diferentes estádios de maturação (0, 30, 60, 90 e 120 dias). 
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5.1.1 Ressonância Magnética Nuclear de 13C com Polarização Cruzada e 

Rotação no Ângulo Mágico (13C CP-MAS NMR) do vermicomposto 

 

A análise de RMN de 13C das amostras de vermicomposto foi realizada no 

tempo zero e no final do processo para avaliar a característica do material final.  

Os espectros podem ser observados na Figura 2 e a abundância relativa das 

espécies de C nos grupos funcionais é mostrada no Quadro 2.  

Os espectros de RMN de 13C foram divididos em diferentes regiões 

segundo os deslocamentos químicos dos grupamentos funcionais encontrados. 

Na região de C-alquílico (0-45 ppm), contribuem para a região alifática do 

espectro, e é composta por grupos (CH2)n e grupos (CH3)n terminal de compostos 

lipídicos de plantas e microrganismos, como graxas e poliésteres alifáticos 

(Deshmukh et al., 2005). A região alifática oxigenada (O−alquila e di−O−alquila 

45−110 ppm) é típica de carboidratos, como unidades monoméricas de 

oligossacarídeos e cadeias de polissacarídeos, presentes em tecidos de plantas 

lenhosas (Johnson et al., 2005). O sinal em 56 ppm também pode ser associado 

ao substituinte metoxil em anéis aromáticos de guaiacila e siringila (unidades da 

estrutura da lignina), ou a ligações C-N em aminoácidos (Hatcher, 1987). O sinal 

intenso próximo a 72 ppm corresponde a estrutura de celulose e hemicelulose, 

enquanto que o sinal em 106 ppm é atribuído ao C anomérico da celulose 

(Wilson, 1987). A região de 110-160 ppm é típica de anéis aromáticos (110-140 

ppm) e fenóis (140-160 ppm) pouco decompostos e muitas vezes associados à 

estrutura da lignina. A região de 160-190 ppm está relacionada a grupos 

carboxílicos que determinam a hidrofilicidade das SH. 

Todos os vermicompostos independentemente do tempo de 

vermicompostagem apresentaram sinais típicos destes grupamentos funcionais, 

embora com diferentes abundâncias relativas entre os vermicompostos e tempo 

de maturação (Figura 2). A região de O-alquila (65-95) foi relativamente a mais 

abundante em todos os espectros dos vermicompostos, principalmente nos VC2, 

VC3 e VC4 que tiveram adição de bagaço de cana e torta de girassol (Tabela 2). 

O bagaço de cana é constituído por três frações principais, celulose (50 %), 
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hemicelulose (25 %) e lignina (25 %) (Pandey et al., 2000) que correspondem a 

sinais típicos de O-alquila. 

 Ao final do processo de vermicompostagem todos os vermicompostos 

apresentaram diminuição relativa na região de O-alquila (65-95 ppm), sendo mais 

acentuada nos vermicompostos VC2, VC3 e VC4. De acordo com Piccolo (2002) 

a estabilização da MO ocorre em dois passos: biodegradação dos componentes 

celulares e autoagregação dos produtos da biodegradação e ressíntese 

microbiana. O processo de vermicompostagem é caracterizado pela alta atividade 

biológica proporcionada pelas minhocas, estas são conhecidas por digerir longas 

cadeias de polissacarídeos e melhorar a colonização microbiana simultaneamente 

(Raphael e Velmourougane, 2011). Também é conhecido que diferentes 

populações microbianas predominam nas diferentes fases da compostagem 

(Ryckeboer et al.,2003). Segundo Sánchez (2009), os fungos têm uma grande 

habilidade de decompor resíduos orgânicos como lignina, hemicelulose e 

celulose, sendo ativos principalmente na última fase da compostagem. Os fungos 

decompositores produzem tipicamente o aminoaçúcar glucosamina, enquanto que 

as bactérias produzem o ácido murâmico (Zhang et al., 1998; Möller et al., 2002; 

Simpson et al., 2004). Esse processo de degradação é de extrema importância 

para o processo de vermicompostagem e pode direcionar a neossíntese de 

compostos mais estáveis, como as SH.  

Todos os vermicompostos apresentaram aumento na região de 110-160 

ppm, típica de C- aromático e fenólico, aos 120 dias. Segundo Möller et al. (2002) 

durante o processo de decomposição da lignina, ligações intramoleculares entre 

componentes de fenilpropanoides são clivadas e oxidadas, contribuindo com 

derivados de compostos fenólicos no solo. O aumento relativo no conteúdo de C-

aromáticos, ao longo da compostagem, sugere uma predominância de materiais 

lignino-celulósicos e materiais hidrofóbicos recalcitrantes. 

Os VC1, VC3 e VC4 apresentaram diminuição de C-alquílico e 

polissacarídeos (metoxila) enquanto que o VC2 apresentou aumento nessa 

região, ao final do processo. A diminuição de C-alquílico durante a compostagem 

em VC1, VC3 e VC4 é um indício da mineralização de compostos lipídicos lábeis 

(Spaccini e Piccolo, 2007). A grande quantidade de celulose e lignina presente no 

bagaço de cana pode ter levado ao acúmulo relativo de C-alquilico no VC2, já que 
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o processo de decomposição pelos microrganismos se inicia por compostos mais 

abundantes, o que consequentemente levaria a um acúmulo seletivo de lipídeos. 

Os VC1 e VC2 apresentaram aumentos significativos na região de grupos 

carboxílicos, enquanto que o VC3 sofreu diminuição e o VC4 pouco se alterou 

(Quadro 2). O aumento na abundância relativa de grupos carboxílicos contribui 

para hidrofilicidade do material húmico e pode ser produto da degradação 

microbiana e ressíntese de alguns compostos mais estáveis. O aumento no VC2 

pode estar relacionado com C-alquílicos de longas cadeias metilênicas em ácidos 

graxos, enquanto no VC1 pode ser o resultado da degradação da celulose e 

lignina por microrganismos presentes no rúmen bovino, os quais transformam as 

substâncias indigeríveis em ácidos orgânicos, aminoácidos e vitaminas. O 

comportamento dos vermicompostos VC3 e VC4 pode ser um indício da 

decomposição parcial da lignina, uma vez que nestes vermicompostos houve 

diminuição de todos os outros grupamentos funcionais. A oxidação parcial da 

lignina leva ao acúmulo das formas acídicas de guaiacila e siringila (Spaccini et 

al., 2009). 

A hidrofobicidade dos vermicompostos foi definida como a porcentagem 

da área do espectro referente aos grupos alquílicos (0-45 ppm) e aromáticos 

(110-160 ppm) em relação ao restante da área do espectro (45-110 ppm e 160-

190 ppm). Todos os vermicompostos apresentaram incremento no índice 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 região de C-

alquilico atribuído a longas cadeias de ácidos graxos, e nos vermicompostos VC3 

e VC4 pelo incremento na região de C-aromático. Ao final do processo todos os 

índices de hidrofobicidade tenderam para uma mesma faixa, indicando que o 

processo biológico foi o mesmo para todos os vermicompostos e direcionou o 

processo para produção de compostos semelhantes independente do material de 

origem. 
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Figura 2. Espectros de RMN 13C de vermicomposto produzido a partir de: (VC1) 
esterco bovino; (VC2) esterco e bagaço de cana; (VC3) esterco bovino e torta de 
girassol e (VC4) esterco bovino, bagaço de cana e torta de girassol em diferentes 
estádios de maturação (0 e 120 dias). 
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Quadro 2. Distribuição relativa do C (%) nas diferentes regiões do espectro de 
RMN 13C das amostras de vermicomposto: (VC1) esterco bovino; (VC2) esterco e 
bagaço de cana; (VC3) esterco bovino e torta de girassol e (VC4) esterco bovino, 
bagaço de cana e torta de girassol em diferentes  estádios de maturação (0 e 120 
dias). 

 

 

∆: aumento ou diminuição em relação ao tempo zero. HB/HI: (0-45)+(110-165) / (45-110) + (165-184). 

 

 

 

 

  
                          Deslocamento Químico (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 10.51 13.85 7.94 7.69 0.71 

∆ (-15.7) (-5.9) (-5.0) (+5.2) (+20.9) (+24.2) (+21.3) (+2.9) 

         
VC2 (0d) 14.46 16.58 31.90 12.39 12.00 6.94 5.73 0.50 

VC2 (120d) 19.22 16.68 24.49 10.91 13.46 7.82 7.42 0.68 

∆ (+32.9) (+0.6) (-23.2) (-11.9) (+12.1) (+12.6) (+29.5) (+36.0) 

         
VC3 (0d) 15.04 17.29 33.35 12.48 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 

∆ (-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 16.53 25.23 11.10 14.94 9.16 7.26 0.66 

∆ (-0.5) (-6.3) (-22.9) (-1.4) (+50.4) (+71.8) (+0.1) (+46.67) 
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5.2 Caracterização dos ácidos húmicos  

 

O Quadro 3 apresenta os teores de C, H e N dos AH extraídos dos 

vermicompostos. O teor de C dos AH no início da vermicompostagem variou em 

uma faixa de 40,69 a 60,58 %, sendo os maiores teores encontrados nos AH2, 

AH3 e AH4. Tais resultados podem ser atribuídos às misturas de esterco com 

bagaço de cana (AH2) e torta de girassol (AH3 e AH4) na formulação dos 

vermicompostos. Ao final do processo (120 dias) os AH2, AH3 e AH4 tiveram o 

conteúdo de C diminuído, o que pode ser atribuído ao processo de humificação 

que envolve a degradação de compostos mais lábeis pelos microrganismos 

presentes no material. Apenas o AH1 apresentou um pequeno aumento no 

conteúdo de C, sugerindo uma menor degradação de compostos lábeis e 

consequentemente menor atividade microbiana. O conteúdo de H e N 

praticamente não se alterou, exceto para o AH3 que apresentou queda de 5,78 

para 3,98 % ao final do processo. O que pode estar associado à imobilização 

microbiana ou a perdas de N no sistema, como lixiviação de nitrato, volatilização 

de amônia e emissão de N2, N2O e outros óxidos de nitrogênio (Anghinoni, 1986). 

As pequenas faixas de variações encontradas nos teores de C, H e N dos AH, ao 

longo do processo de vermicompostagem, refletem a estabilidade dessa fração da 

MO. 
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Quadro 2. Teores de C, H e N nos AH extraídos de diferentes vermicompostos: 

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

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

girassol, em diferentes estádios de maturação (0, 30, 60, 90 e 120 dias). 

 

 

 

 

 

 

HA  0 d  30 d  60 d 90 d  120 d  

 C H N C H N C H N C H N C H N 

      -------- % -------  -------- % -------  -------- % -------  -------- % -------  -------- % -------  

                

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 52.58 5.65 3.4 

HA2 51.96 6.06 3.12 49.15 6.72 3.56 49.05 5.82 3.55 49.56 5.80 3.32 49.14 5.54 3.32 

HA3 58.86 7.60 5.78 47.87 5.57 4.81 47.39 5.48 4.35 48.58 5.60 4.51 47.53 5.53 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 48.62 5.59 3.66 49.10 5.5 3.65 48.90 5.49 3.58 

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 Ressonância Magnética Nuclear de 13C com Polarização 

Cruzada e Rotação no Ângulo Mágico (13C CP-MAS NMR)  

 

Mudanças nos grupos funcionais dos AH foram verificadas pela 13C CP-

MAS NMR ao longo do processo de vermicompostagem e estão apresentadas na 

Figura 2. A distribuição relativa das espécies de C foi obtida pela integração das 

áreas dos espectros (Quadro 3). Os espectros e a integração das áreas revelaram 

diferenças marcantes entre os quatro AH, cada um deles com comportamentos 

peculiares, ao longo do processo de humificação.  

A abundância dos sinais de C-alquílico e C-aromático nos espectros dos 

AH foi semelhante aos dos vermicompostos. Uma diminuição relativa na região de 

C-alquílico (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 

atribuído aos grupos aromáticos (110-140 ppm) aumentou em todos os 

vermicompostos (Tabela 3). Castaldi et al (2005) estudando RMN de 13C AH 

isolados de composto de lodo de esgoto, verificaram redução de C-alifático e 

aumento de grupos aromáticos, carboxílicos e carbonilas, sugerindo uma 

neoformação de material humificado.  

No final da vermicompostagem a região de 45-65 ppm foi a mais 

abundante (Tabela 3). Essa região é típica de polissacarídeos, no entanto o sinal 

em 56 ppm pode ser associado ao substituinte metoxil de lignina ou a ligações C-

N em aminoácidos. Nos AH2 e AH4 o aumento relativo no sinal de 56 ppm pode 

ser associado ao acúmulo de unidades peptídicas, uma vez que diminui o sinal de 

grupamentos O-arila. Entretanto, nos AH1 e AH3 o sinal de 56 ppm pode ser 

atribuído à metoxila de unidades de lignina, visto que o sinal de grupamentos O-

arila aumentou. 

O AH1 e AH2 apresentaram diminuição relativa na região de carboidratos 

(65-110 ppm) e aumento na região de grupos fenóis e carboxílicos (140-190 ppm) 

aos 120 dias. A redução de C-alquílico em decorrência da transformação 

progressiva dos polissacarídeos em outros compostos oxigenados, tais como 

carboxílicos e ésteres, assim como aumento de estruturas aromáticas foi 

reportado por Castaldi et al. (2005). O inverso ocorreu com o AH4, que 

apresentou aumento na região de carboidratos e diminuição na região de fenóis e 
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carboxílicos. O AH3 apresentou aumento relativo nas regiões típicas de 

carboidratos e fenóis; e diminuição de carboxílicos (Tabela 3). O comportamento 

dos AH3 e AH4 pode estar associado à torta de girassol e uma menor atividade 

microbiana devido à presença de compostos menos lábeis nesse substrato. 

O AH1 e o AH2 apresentaram aumentos de 10 e 19,1 % respectivamente, 

no índice de hidrofobicidade (HB/HI) ao final do processo de vermicompostagem, 

o que se explica pelo aumento da área da região de aromáticos para o AH1 e C-

aquílico, aromáticos para o AH2. O AH3 e AH4 apresentaram diminuição de 32 e 

29 %, respectivamente no índice de hidrofobicidade, que pode ser explicado pelo 

aumento relativo da região de carboidratos ao final da vermicompostagem.  
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Figura 3. Espectros de RMN de 13C de AH extraídos de diferentes 
vermicompostos: (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco e bagaço de cana; (AH3) 
esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino, bagaço de cana e torta 
de girassol em diferentes estádios de maturação (0,60 e 120 dias). 
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Quadro 4. Distribuição relativa do C (%) nas diferentes regiões do espectro de 

RMN de 13C das amostras de AH extraídos de diferentes vermicompostos: (AH1) 

esterco bovino; (AH2) esterco e bagaço de cana; (AH3) esterco bovino e torta de 

girassol e (AH4) esterco bovino, bagaço de cana e torta de girassol em diferentes 

estádios de maturação (0 e 120 dias).  

 

 

∆: aumento ou diminuição em relação ao tempo zero. HB/HI: (0-45)+(110-165) / (45-110) + (165-184) 

 

 

 

Deslocamento Químico do 13C (ppm) 
 

 

 

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

         AH1 (0 d) 28.41 21.29 15.74 8.58 16.62 4.97 4.39 1.00 

AH1 (60 d) 25.55 19.45 14.28 7.53 18.42 7.54 7.23 1.06 

AH1 (120 d) 27.12 22.82 12.40 6.55 19.36 6.87 4.88 1.14 

∆ (-4.5) (+7.1) (-21.2) (-23.6) (+16.4) (+56.5) (+11.1) (+14.0) 

AH2 (0 d) 23.79 19.9 22.56 10.99 13.17 5.31 4.29 0.73 

AH2 (60 d) 25.40 21.36 17.52 8.94 16.23 5.11 5.43 0.87 

AH2 (120 d) 25.01 20.37 18.20 9.68 16.37 5.39 4.98 0.88 

∆ (+5.1) (+2.3) (-19.3) (-11.9) (+24.3) (+1.50) (+16.0) (+20.5) 

AH3 (0 d) 42.22 18.76 12.57 5.40 10.39 4.16 6.49 1.31 

AH3 (60 d) 27.00 21.34 17.93 8.73 16.12 4.34 4.54 0.90 

AH3 (120 d) 21.83 21.64 17.22 7.90 18.57 6.83 6.01 0.90 

∆ (-48.3) (+15.3) (+ 36.9) (+46.3) (+78.7) (+64.2) (-7.40) (-31.3) 

AH4 (0 d) 37.27 18.56 12.66 6.67 14.25 4.88 5.71 1.29 

AH4 (60 d) 21.24 22.68 21.27 9.80 16.12 4.36 4.52 0.71 

AH4 (120 d) 26.23 22.15 17.25 8.71 16.95 4.51 4.19 0.91 

∆ (-29.6) (+19.3) (+36.2) (+30.6) (+18.9) (-7.5) (-26.6) (-29.4) 
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5.3 Análise dos Componentes Principais (ACP) 

 

 

Duas componentes principais (CP) foram extraídas dos espectros de 

RMN de 13C, capturando 81% da variância total. A primeira CP capturou 67% da 

variância total e de modo geral, diferenciou os ácidos húmicos (AH) dos 

vermicompostos, Figura 4A. Os loadings da CP1 revelam menores conteúdos de 

carboidratos nos AH, provavelmente devido à celulose parcialmente oxidada a 

ácidos urônicos (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 peptídeos visto que 

não há carregamentos positivos na região dos O-Arilas, que indicariam grupos 

metoxilas substituinte de guaiacila e siringila.  Esses resultados indicam que 

houve extração seletiva de peptídeos e grupos alifáticos insaturados em 

detrimento à celulose parcialmente oxidada. 

A segunda CP capturou 14% da variância total (Figura 4A), e foi 

caracterizada por sinais positivos de polimetilênos amorfos (30 ppm) e outros 

grupos alquilas (26 ppm) associados a grupos carboxílicos (173 ppm), atribuíveis 

a ácidos graxos de cadeia longa (Figura 4B). Como as amostras que 

apresentaram maiores scores para essa CP, foram os AH3 e AH4 no início da 

vermicompostagem (Figura 4A) e esses AH foram extraídos de vermicompostos 

que apresentavam em sua composição torta de girassol, deduz-se que esses 

ácidos graxos sejam oriundos desse material. Porém, trata-se de um composto 

lábil, visto que após 60 dias de vermicompostagem essas amostras já se 

agruparam com as demais, não apresentando conteúdos de ácidos graxos de 

cadeia longa significativamente diferentes. Pelos carregamentos negativos de 

sinais atribuíveis à lignina (metoxila em 56 ppm e O-arila em 154 ppm) pode-se 

inferir que esses AH (3 e 4, tempo 0) possuíam um menor conteúdo desse 

biopolímero. 
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Figura 4. Scores (A) e Loadings (B) das componentes principais (CP1 e CP2) 

extraídas dos espectros de RMN de 13C das amostras de vermicompostos e 

ácidos húmicos ao longo do tempo de maturação.  
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5.4 Cromatografia Líquida por Exclusão de Tamanho (HPSEC) 

 

A Mw relativa determina a conformação estrutural das SH, e sua possível 

reatividade no solo e no ambiente. A Figura 5 apresenta os cromatogramas com a 

distribuição de tamanho/massa molecular (Mw) dos AH extraídos dos diferentes 

vermicompostos. A Figura 6 apresenta os índices relativos de Mw. Baseado nos 

cromatogramas (Figura 5) foi possível observar que, de modo geral, os AH 

apresentam perfis cromatográficos semelhantes, com modificações apenas na 

intensidade das absorções de UV ao longo do processo de vermicompostagem. 

As diferenças observadas entre os AH estão mais relacionadas com a distribuição 

de tamanho (mais precisamente do raio hidrodinâmico das moléculas) do que 

com a massa molecular (De Nobili e Chen, 1999). Contudo, o termo distribuição 

de massa molecular (Mw) foi consagrado pelo uso e é tido como sinônimo de 

distribuição de tamanho molecular.  

A ausência de um padrão cromatográfico válido e reconhecido consiste 

no problema central do estudo da massa molecular das SH. Desta forma, muitas 

vezes faz-se necessário o uso de proteínas globulares, carboidratos e/ou 

polímeros orgânicos para calibração das colunas. Consequentemente, a 

distribuição da Mw pode não resultar em valor absoluto, mas só aparente e 

relativo aos padrões utilizados na calibração da coluna. Nesse trabalho os valores 

de Mw relativa foram calculados baseados apenas na integração das áreas dos 

picos. O cálculo do índice de Mw foi feito dividindo a área 2 do pico (moléculas de 

menor Mw relativa) pela área 1 (moléculas de maior Mw relativa). Experimentos 

com HPSEC sugerem que o 1º pico eluido pela coluna seja composto 

principalmente por componentes mais apolares (fração de alta massa molecular) 

que tiveram sua energia de solvatação reduzida, e por isso são capazes de 

formar livres associações (agregados supramoleculares), que ficam dentro dos 

domínios hidrofóbicos. Enquanto que associações hidrofílicas são facilmente 

solvatadas e dispersas na solução, sendo por isso consideradas frações 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 não 

apresentaram a mesma tendência de modificação, o que já era esperado em 
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função de suas diferentes composições estruturais iniciais. Observou-se que os 

AH3 e AH4 apresentaram acúmulo de moléculas de menor Mw relativa ao longo 

de todo o processo de vermicompostagem. Enquanto que os AH1 e AH2 

apresentaram acúmulo de moléculas de maior Mw até os 60 dias, e a partir daí 

uma tendência de acúmulo de moléculas de menor Mw relativa. Tais resultados 

corroboram com hipótese de que a estabilização da MO ocorre no sentido da 

biodegradação dos componentes celulares (alta massa molecular) e 

autoagregação dos produtos da biodegradação e ressíntese microbiana 

(moléculas de menor massa molecular) Piccolo (2002), independente da 

característica do material inicial. 
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Figura 5. HPSEC - Perfil cromatográfico de AH extraídos de diferentes 
vermicompostos : (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco e bagaço de cana; (AH3) 
esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino, bagaço de cana e torta 
de girassol em diferentes estádios de maturação (0,60 e 120 dias). 
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Figura 6. Índice de massa molecular relativa (Mw) de AH extraídos de diferentes 
vermicompostos: (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco e bagaço de cana; (AH3) 
esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino, bagaço de cana e torta 
de girassol em diferentes estádios de maturação (0, 60 e 120 dias). 
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5.5 Cromatografia Líquida de Fase Reversa (RP-HPLC) 

 

A Figura 7 apresenta os índices de hidrofobicidade (HB/HI) dos AH 

isolados de diferentes vermicompostos. Os AH apresentaram variações no perfil 

cromatográfico, indicando que ao longo do processo de vermicompostagem a 

hidrofobicidade dos AH é alterada. Os AH2, AH3 e AH4 foram os que 

apresentaram as maiores modificações no perfil cromatográfico ao longo do 

processo de vermicompostagem. Tais modificações podem ser facilmente 

visualizadas na Figura 8, que apresenta os índices de hidrofobicidade baseado na 

integração dos cromatogramas. Operacionalmente definiu-se a área 2 do 

cromatograma como a região típica de “moléculas hidrofóbicas” e a área 1 como 

região típica de “moléculas hidrofílicas”. Entretanto outros autores têm se baseado 

no tempo de retenção das moléculas. O AH1 e o AH2 apresentaram tendência de 

comportamento bastante diferenciado dos demais. O índice de hidrofobicidade do 

AH1 se manteve elevado até os 60 dias, acompanhado de diminuição de até o 

final da vermicompostagem (120 dias). O AH2 apresentou incremento no índice 

de hidrofobicidade somente a partir dos 60 dias. Enquanto que para o AH3 e AH4 

ocorreu o contrário, ou seja, o índice de hidrofobicidade aumentou até os 60 dias, 

seguido de diminuição até os 120 dias de vermicompostagem como no AH1. 

Observa-se que o comportamento cromatográfico dos AH em solução não 

apresentou tendência uniforme de modificação ao longo do processo de 

vermicompostagem. Tal fato já era esperado visto que cada vermicomposto tem 

um processo de humificação que é peculiar ao seu material de origem, dentre 

outros fatores, que influenciam na transformação desses materiais. 

Os índices de hidofobicidade determinados por RP-HPLC evidenciam 

comportamento semelhante da hidrofobicidade medida tanto por RMN como por 

RP-HPLC. Tais resultados ratificam a eficiência da RP-HPLC e sugerem um novo 

método de análise, simples e eficaz, na determinação da hidrofobicidade da MO. 
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Figura 7. RP-HPLC - Perfil cromatográfico de AH extraídos de diferentes 
vermicompostos : (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco e bagaço de cana; (AH3) 
esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino, bagaço de cana e torta 
de girassol em diferentes estádios de maturação (0,60 e 120 dias). 
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Figura 8. RP-HPLC – Índice de Hidrofobicidade de AH extraídos de diferentes 
vermicompostos : (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco e bagaço de cana; (AH3) 
esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino, bagaço de cana e torta 
de girassol em diferentes estádios de maturação (0,60 e 120 dias). 
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5.6 Promoção do crescimento radicular em plântulas de milho  

 

Com o objetivo de verificar a relação entre o avanço da humificação 

durante o processo de vermicompostagem e a atividade dos AH como promotores 

do crescimento vegetal procedeu-se os ensaios com plântulas de milho. 

A Figura 8 apresenta o número de raízes laterais induzidas pelo 

tratamento com diferentes AH ao longo do tempo de vermicompostagem. O 

resultado da aplicação 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 plântulas de milho a partir dos 60 dias de 

vermicompostagem. A indução do enraizamento já era esperada visto que ela é 

resultado da influência das SH sobre o crescimento radicular, conforme 

demonstrado para plântulas 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 dimensões compatíveis para acessar o 

apoplasto seriam fisiologicamente ativas, ou seja, somente compostos com Mw 

relativamente pequeno como os ácidos fúlvicos teriam essa propriedade (Nardi et 

al., 1994; Muscolo et al., 2007). No entanto, processos bioquímicos intracelulares, 

como a regulação das bombas de prótons (Canellas et al., 2002; Zandonadi et al., 

2006) e a estimulação de enzimas ligadas ao ciclo de Krebs (Nardi et al., 2007), 

foram alterados pela presença de SH com distribuição de massa/tamanho 

molecular maior, como os AH. 

Mudanças no perfil cromatográfico e nos índices de Mw foram observadas 

em todos os AH ao longo do processo de maturação. Entretanto, ao comparar os 

dados de indução do crescimento radicular com os de Mw verificou-se que 

independente do aumento ou diminuição 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 

distribuição de Mw de AH e a promoção do crescimento radicular verificaram que 

a Mw não foi o fator determinante na indução de raízes laterais, número de sítios 

de mitose e atividade de H+-ATPase. Muscolo et al (2007) relataram que a 

diferença na atividade biológica das SH parece estar mais relacionada às suas 
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composições químicas diversas do que pelos seus tamanhos moleculares 

propriamente ditos. Uma possível explicação se baseia na nova conformação 

supra-estrutural das SH (Piccolo, 2002). Este modelo postula a hipótese de que 

compostos de reconhecida capacidade de regulação e estimulação do 

crescimento vegetal (hormônios vegetais) estariam fracamente unidos aos 

domínios hidrofóbicos das SH. Nos domínios hidrofóbicos da MO, a atividade da 

água e dos microrganismos é menor e favorece a preservação de biopolímeros 

resultantes da decomposição de resíduos vegetais ou da atividade de 

microrganismos (Kleber et al., 2007). Essa hipótese foi parcialmente confirmada 

com os resultados obtidos com plântulas de milho e café, onde o perfil de 

exsudação de ácidos orgânicos foi modificado em resposta à adição de AH, 

sugerindo uma alta afinidade entre a planta e a solução com SH (Canellas et al., 

2008a). Hottz-Rima et al. (2011) também verificaram que a adição de pequenas 

concentrações de ácido cítrico potencializou a capacidade de estimulação dos 

AH, comprovado pela superexpressão do perfil protéico da membrana plasmática, 

atividade da H+-ATPase e número de raízes laterais em plântulas . 

Neste trabalho, os índices de hidrofobicidade dos AH calculados a partir 

das técnicas de RMN de 13C e RP-HPLC não apresentaram relação direta com a 

indução de raízes laterais em plântulas de milho. Entretanto, Canellas et al. 

(2008a) encontraram correlação significativa entre o grau de hidrofobicidade de 

AH e sua capacidade de promoção do crescimento radicular. Zancani e 

colaboradores (2009) verificaram através da técnica de RMN de 13C, que a 

presença residual de alguns componentes hidrofóbicos em frações húmicas de 

diferentes tamanhos moleculares, pode limitar a disponibilidade de moléculas 

hidrofílicas exercendo um controle conformacional na atividade de algumas 

enzimas do metabolismo energético. Entretanto, outros trabalhos obtiveram 

correlações significativas entre o índice de hidrofobicidade e o crescimento 

vegetal (Canellas et al., 2008a), a expressão (Canellas et al., 2009) e a atividade 

da enzima H+-ATPase (Dobbss, et al., 2010), indicando um papel importante do 

componente hidrofóbico dos materiais húmicos sobre o estímulo biológico vegetal. 

Devido à complexidade das SH, as relações existentes entre sua 

estrutura química e a atividade biológica provavelmente não obedecem a um 

modelo linear e padrão. Algumas tentativas de relacionar a estrutura com a 
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atividade de SH produziram resultados contraditórios. Por exemplo, Piccolo et al. 

(1992) correlacionaram positivamente o conteúdo de grupos carboxílicos 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-aromático + 

C-alquílico) apresentam maior capacidade de estimular sistemas biológicos.  
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Figura 9. Efeito estimulatório de AH sobre o número de raízes laterais de 
plântulas de milho. Os AH foram isolados de diferentes vermicompostos : (AH1) 
esterco bovino; (AH2) esterco e bagaço de cana; (AH3) esterco bovino e torta de 
girassol e (AH4) esterco bovino, bagaço de cana e torta de girassol em 
diferentes estádios de maturação (0,30, 60, 90 e 120 dias). 
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5.7 Medida da acidez em solução e atividade da H+- ATPase 

 

A Figura 9 apresenta as medidas de acidez (pH) do meio contendo 

plântulas de milho tratadas com AH extraídos de vermicompostos em diferentes 

estádios de maturação. O aumento da acidez da solução foi observado nos AH1, 

AH2 e AH3 a partir dos 60 dias de vermicompostagem, e são semelhantes aos 

resultados encontrados para o número de raízes laterais. Somente o AH4 

apresentou comportamento diferenciado, com aumento da acidez em solução 

logo a partir dos 30 dias. O aumento da acidez do meio pode ser principalmente 

associado a dois fatores principais: i) produção de CO2 pela respiração radicular, 

ou seja, durante a respiração há a produção de CO2 que ao se dissolver no meio 

causa redução do pH e ii) aumento da extrusão de H+, possivelmente associado à 

atividade dos AH sobre as H+- ATPases.  

Apesar da acidez proporcionada pela exposição das plântulas aos 

diferentes AH não ser exclusivamente devido ao estímulo nas bombas de H+, foi 

encontrado uma correlação significativa com a atividade da fração microssomal 

isolada das raízes 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 promoção 

do crescimento celular é mediado pelas H+- ATPases em um processo conhecido 

como “a teoria do crescimento ácido”. Acredita-se que as auxinas tenham um 

papel central nesse mecanismo, uma vez que promovem tanto a transcrição de 

genes codificando ATPases, quanto a ativação dessas proteínas. A indução da 

expressão dessa enzima representa o sistema primário de transporte de H+ do 

interior da célula para o apoplasto e, para a formação do gradiente de H+, gerado 

através da membrana plasmática (Rayle e Cleland, 1992). O processo de 

ativação das H+-ATPases que culmina com o elongamento celular se inicia com a 

geração do gradiente de H+ e abaixamento do pH, proporcionado pelo acúmulo de 

H+ no lado externo à célula. Tal processo proporciona as condições fisiológicas 

ótimas para o funcionamento de enzimas do tipo hidrolases e fenol-oxidases, 

enzimas com habilidade de romper ligações da parede celular. A expansão celular 

é favorecida pela ação de algumas enzimas específicas como, por exemplo, as 
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expansinas, que em pH menor ou igual a 4,5, promovem o aumento da 

plasticidade da parede celular pela liberação momentânea de pequenos 

segmentos da matriz de glucanos ligados às 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 

solução contendo plantas tratadas com AH está relacionada com a atividade da 

H+-ATPase (aumento da extrusão de H+) de membrana plasmática.  
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Figura 10. Medida de pH de solução contendo plântulas de milho tratadas com AH. Os 
AH foram isolados de diferentes vermicompostos: (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco 
e bagaço de cana; (AH3) esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino, 
bagaço de cana e torta de girassol em diferentes estádios de maturação (0,30, 60, 90 e 
120 dias). 
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Figura 11. Relação entre extrusão de H+ e atividade H+- ATPase  de membrana 

plasmática de plântulas de milho tratadas com o AH2 (esterco bovino e bagaço 

de cana) extraídos ao final do processo de vermicompostagem. 
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5.8 Ensaio com mutantes de tomateiro variedade MicroTom com 

gene repórter sintético DR5::GUS  

 

Com o objetivo de verificar uma possível ação do tipo hormonal dos AH, 

utilizou-se plântulas transgênicas de tomateiro (cv. MicroTom) contendo o gene 

repórter responsivo a auxina (DR5::GUS). A Figura 10 apresenta a atividade 

auxínica dos AH isolados de vermicomposto em diferentes estádios de 

maturação, sobre as raízes do tomateiro DR5::GUS. Em todos os tratamentos foi 

possível visualizar a indução da expressão do gene, que é resultado da clivagem 

da enzima β-glucorosidase com o substrato X-gluc, produzindo coloração azul. 

Como esperado, a atividade da enzima também foi verificada no tratamento 

controle, como resultado da produção interna de auxina. A presença de atividade 

auxínica exógena em raízes indica uma atividade tipo hormonal, resultado da 

aplicação de AH. Todos os AH apresentaram maior proporção de coloração (azul) 

nas raízes quando comparados ao controle. O ensaio histoquímico não permite 

quantificar a atividade enzimática, porém a eficiência da transformação pode ser 

facilmente visualizada pela magnitude da coloração de raízes de plântulas 

tratadas com os diferentes AH e raízes de plântulas controle (tratadas com CaCl2 

2mM). Evidências de que SH podem ativar o gene repórter DR5::GUS vêm sendo 

demonstradas em vários trabalhos e de maneira geral, confirmam a hipótese de 

que a indução de raízes laterais é pelo menos em parte, promovida por uma 

atividade “tipo-auxínica” das SH (Trevisan et al., 2007; Dobbs, 2010 e Canellas et 

al., 2011). 
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Figura 12. Ensaio histoquímico para detecção da atividade da enzima glucuronidase 
(GUS) em raízes de plântulas do tomateiro transgênico DR5::GUS. As plântulas foram 
tratadas com AIA, CaCl2 2 mM (controle) e AH extraídos vermicomposto em diferentes 
estádios de maturação (0,60 e 120 dias): (AH1) esterco bovino; (AH2) esterco e bagaço 
de cana; (AH3) esterco bovino e torta de girassol e (AH4) esterco bovino, bagaço de 
cana e torta de girassol. A barra de escala corresponde a 50 µm. 
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6. RESUMO E CONCLUSÕES 

 

 

 

 

O processo de humificação decorrente da vermicompostagem foi 

acompanhado por mudanças estruturais na conformação dos AH, tais como 

alterações na composição elementar, grupos funcionais, Mw e hidrofobicidade. Os 

resultados aqui obtidos revelam que os AH são bons indicadores do processo de 

humificação. Todos os AH apresentaram bioatividade elevada a partir dos 60 dias 

de vermicompostagem independentemente do tipo de resíduo orgânico utilizado. 

 

1. Mudanças na abundância relativa de grupamentos funcionais verificados 

pela RMN de 13C indicaram que as rotas biológicas não são alteradas pelas 

diferentes misturas de resíduos orgânicos, pois ao final da 

vermicompostagem todos os AH apresentaram redução de carboidratos e 

aumento no índice de hidrofobicidade; 

2. A promoção do crescimento radicular pelos AH parece ser do tipo auxínica, 

uma vez que foi observada a ativação do gene sintético (DR5::GUS) 

responsivo à auxina. O que poderia estar associado à presença e 
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concentração de compostos bioestimulantes, tais como hormônios vegetais 

e não com modificações estruturais na sua conformação, visto que a 

magnitude de promoção do crescimento promovido pelos AH não 

apresenta resposta direta com a distribuição de Mw e a hidrofobicidade; 

3. A partir dos 60 dias de vermicompostagem os AH estão biologicamente 

ativos, independente das combinações de resíduos. Esse resultado é de 

extrema importância para produção de bioestimulantes a base de SH 

isoladas de fontes renováveis, uma vez que significa economia de mão de 

obra e tempo.  
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