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Introducao

Desde que as espectroscopias de ressonancia paramagnética eletro-
nica (RPE) e magneética nuclear (RMN) foram descobertas na década de
1940, elas vem propiciando um grande avanco cientifico e tecnoldgico tan-
to nas areas das ciéncias basicas, como fisica, quimica e biologia, quanto
nas dreas tecnoldgicas, como engenharia de materiais, agronomia, veteri-
naria, alimentos e também na area médica (CZOCH; FRANCIK, 1989; GIL; GE-
RALDES, 1987). A RMN € usada na analise de propriedades fisico-quimicas da
maioria dos materiais, como gases, pequenas moléculas em solugcao e ate
seres humanos. A importéncia cientifica da RMN pode ser demostrada pelo
numero de prémios Nobel recebidos por desenvolvimentos na area (COL-
NAGO et al.,, 2014). O primeiro foi o prémio Nobel de Fisica de 1952, outor-
gado a Felix Bloch e Edward Mills Purcell, pela demonstracao do fendmeno
de ressonancia magnética nuclear. A primeira grande aplicacao da RMN
foi na area de determinacao da estrutura de moléculas organicas usando
principalmente o isétopo de hidrogénio ('H). Ja em 1953, os primeiros espec-
trometros, baseados no método de onda continua, ja estavam sendo co-
mercializados para essa finalidade. A sensibilidade desses equipamentos ndo
permitia a andlise de isdétopos com baixa receptividade, como o carbono 13
(*C), encontrado em cerca de 1,1% na natureza. Essa deficiéncia sé foi supe-
rada no final da década de 1960, com a infroducdo dos espectrometros de
RMN pulsados, com a transformada de Fourier. Nos espectrometros pulsados,
o sinal da RMN & adquirido no dominio do tempo e nao pode ser interpreta-
do diretamente, como no caso do sinal em onda continua. Para converter o
sinal do dominio do tempo para o dominio da frequéncia, similar ao obtido
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com a técnica de onda continua, usa-se a Transformada Rapida de Fourier.
Com isso 0s espectrometros pulsados precisavam ser acoplados a um com-
putador digital, que nao era de uso geral naquela época. Com o método
pulsado pode-se também desenvolver a RMN multidimensional, que facilitou
ainda mais a determinacao da estrutura e da dinamica molecular e a tomo-
grafia, que é largamente usada no diagndstico médico por imagens. Pelos
desenvolvimentos da RMN pulsada e da RMN multidimensional, o quimico
suico Richard Ernst recebeu o prémio Nobel de Quimica de 1991. Usando as
técnicas multidimensionais desenvolvidas por Ernst, outro suico, Kurt Wuthrich,
ganhou o prémio Nobel de Quimica de 2002, pelo desenvolvimento de mé-
todos de RMN multidimensional, para a determinacao da estrutura tridimen-
sional de proteinas em solucao. Em 2003, o quimico Paul Lauterbur e o fisico
Peter Mansfield, receberam o Prémio Nobel de Medicina pela descoberta
da técnica de tomografia por RMN, hoje mais conhecida como ressonéncia
magnéetica. A RPE, assim como a RMN, € usada na determinacdo da estru-
tura e da dinGmica de materiais orgdnicos, inorgdnicos, sistemas bioldgicos
entre outros materiais que tenham elétrons desemparelhados, como os en-
contrados em radicais livres e ions de metais de transicao (CZOCH; FRANCIK,
1989). Na pesquisa agricola, as técnicas de ressonancia magnética, RMN e
RPE, vém sendo cada vez mais usadas nas areas de determinacao da estru-
tura de compostos bioativos, em estudos aplicados ao ambiente, biotecnolo-
gia, agroenergia, alimentos, fibras, fisiologia animal e vegetal, qualidade dos
produtos entre muitas outras aplicacoes. Nesse capitulo serao apresentados
alguns conceitos basicos das técnicas de ressonancia magnética e algumas
aplicacdes no agronegdcio.

Conceitos basicos

Os fendbmenos de ressonancia magnética envolvem a absorcao de
radiacao eletromagneética na regiao entre as ondas de radio (500 KHz) e mi-
cro-ondas (1 GHz) por materiais que possuem spin € momento magnético.
Isso ocorre em amostras que possuam elétron desemparelhado (RPE) oriun-
dos de radicais livres e ions de alguns metais de transicado como Cu?, Fe®,
Mn?*, entre outros, ou em nucleos (RMN) com numero impar de massa e/ou
numero atomico (CZOCH; FRANCIK, 1989:; GIL; GERALDES, 1987). Praticamen-
te todos os elementos quimicos tem ao menos um isétopo que satisfaz essa
condicao. As espectroscopias de ressonancia magnética sdo de absorcao,
como as espectroscopias nas regioes do infravermelho, visivel, ultravioleta,
entre outras. No entanto, as espectroscopias de ressonancia magnética dife-
rem dessas outras, pois as absorcdes sé sGo observadas quando as amostras
estao na presenca de um campo magnético (efeito Zeeman). Ou seja, na
auséncia de campo magnéetico nao ha separacao entre os niveis de energia
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para se observar as transicoes espectroscopicas. O nUmero de niveis de ener-
gia observados em RMN depende do spin nuclear (1), (2nl+1) e do RPE do spin
eletronico (S), (2nS+1).

A energia dos niveis da ressonancia magnética depende de p que € o
momento magnetico eletronico (u,) ou nuclear (p,) € do campo magnético
(H), em que:

E uH )
O momento magnético eletronico € dado por pe=gBS e o nuclear por
pn=gnBnl, em que S e | s&o os spins eletronico e nuclear, B e Bnrepresentam o
magnéeton de Bohr e o magnéeton nuclear, € g e gn sado as constantes de pro-
porcionalidade do elétron e dos nucleos, respectivamente. Os magnétons
dependem da carga (e), da massa (m) das particulas (elétron ou nucleo), da
constante de Planck (h) e da velocidade da luz (c), em que B ou Bn € definido
eh
COM 4pm - (sistema CGS). Sabendo que a massa de um préton € cerca de
2.000 vezes maior do que a de um elétron, B =2000 Bn. O ge=2,003 para elétron
livre e gn varia de acordo com o nucleo. Para o caso de spin %2, como obser-
vados em elétrons desemparelhados e alguns nucleos de isdétopos como o
H, C e 3'P, existem duas transicoes possiveis (2nl+1) para n=1. A energia des-
ses niveis energéticos € dada

E=ﬂ:lng
2 (2)
1

E=+—g bH
2 (3)

(AE)=hn=gbH @

em que v € a frequéncia da irradiacao. Em RMN, normalmente descreve-se
essa diferenca de energia, usando a razao entre momento magnetico e mo-
mento angular y=p/L e a intensidade do campo magnético H,, em que

AE=pn="o
2p (5)
n=F
AfaixadefrequénciausadanaRMN 2p estanaregiaodasondasde
radio, de alguns KHz até 1 GHz e a na RPE, na regido da radiofrequéncia e da
micro-onda, variando de algumas centenas de MHz até centenas de GHz.
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Parametros espectrais.

Os principais parametros espectrais da RMN e RPE (CZOCH; FRANCIK,
1989; GIL; GERALDES, 1987) sao:

a) Deslocamento quimico e valor g. O deslocamento quimico € o prin-
cipal parametro da RMN. E um efeito induzido pelo campo magnético apli-
cado na nuvem eletronica que envolve os nucleos e 0 ambiente molecular.
Assim, os sinais de RMN dependem do ambiente quimico do nucleo estu-
dado e isso € usado para identificar os diferentes ambientes quimicos pre-
sentes em uma molécula e, consequentemente, determinar a sua estrutura.
O deslocamento quimico € normalmente expresso em partes por milhado da
frequéncia de ressondncia (ppm), para ficar independente do campo mag-
nético aplicado. O deslocamento quimico em ppm é representado por 6. O
valor g € um pardmetro similar ao deslocamento quimico e reflete ambiente
eletronico molecular.

b) Acoplamento spin-spin e estrutura hiperfina. O acoplamento spin-
-spin (RMN) vem da interacao intranuclear, por meio das ligacoes quimicas
e faz os sinais de RMN serem desdobrados em multipletos (varios sinais) de
acordo com numero de nucleos vizinhos. Na RPE, a estrutura hiperfina ou mul-
tipleto reflete 0 momento magnético do spin nuclear que estd interagindo
com o momento magnéetico do spin do elétron desemparelhado.

c) Tempos de relaxacao. Os dois principais tempos de relaxacao tanto
da RMN quanto da RPE sao os tempos de relaxacao longitudinal, spin-rede
ou T1 e de relaxacao transversal, spin-spin, ou T2. T1 € a constante de tempo
do retorno exponencial da magnetizacao ao equilibrio térmico. T2 € a cons-
tante de tempo exponencial da perda de coeréncia do sinal de RMN ou RPE,
sem que haja alteracao na populacao de spins. Como normalmente Ti1>T2,
T2 € inversamente proporcional a largura de linha que € outro parametro es-
pectral tanto da RMN quanto do EPR.

d) Largura de linha. A largura de linha dos espectros de RMN e RPE
estao inversamente correlacionada com T2. Como T1 e T2 dependem da mo-
bilidade molecular, a largura de linha pode ser usada para avaliar esse grau
de mobilidade.

e) Area do sinal. A area do sinal de RMN e EPR é proporcional a con-
centracao da espécie que esta sendo analisada, desde que nao ocorra
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saturacao espectral. Além desses parametros, tanto a RMN quanto a RPE
possuem outros, que sao usados nas analises de propriedades fisicas e quimi-
cas das amostras, como a interacao dipolar e quadrupolar, efeito Overhau-
ser, entre outros.

Aplicacoes da RMN na agropecuaria

As aplicacoes da RMN podem ser divididas em aplicacdes de méto-
dos espectroscopicos e tomograficos. Nos métodos espectroscopicos, anali-
sa-se um ou mais parametros espectrais como deslocamento quimico, aco-
plamento spin-spin, entre outros, para obter informacoes sobre a estrutura e
a dinamica molecular, componentes de uma mistura, cinética quimica, entre
varias outras propriedades fisicas e quimicas. A espectroscopia pode ser sub-
dividida em de baixa e de alta resolucao, de acordo com a separacao entre
as linhas espectrais. Além disso, a espectroscopia de RMN em alta resolucao
pode ser novamente subdividida em espectroscopia de RMN em alta reso-
lucdo para amostras liquidas e sélidas. A tomografia de RMN também pode
obter os mesmos parametros da espectroscopia, mas sua principal carac-
teristica € a medida da distribuicao espacial de um ou mais componentes,
como, por exemplo, agua e gordura em um tecido vegetal ou animal.

Espectroscopia de RMN em baixa resolucao

A espectroscopia de RMN em baixa resolucao pulsada € também co-
nhecida como RMN em baixo campo ou RMN no dominio do tempo. Uma
das mais simples e conhecidas aplicacdoes da RMN em baixa resolucao na
agropecudria € a medida do teor de 6leo em sementes. Nessa andlise, basta
fazer uma curva de calibracdo entre o mdédulo da intensidade do sinal de
RMN (FID - Free Induction Decay) apds um certo tempo do pulso (dezenas
de us), e a concentracdo do teor de 6leo nas sementes. Esse mesmo méto-
do tambem tem varias aplicacoes na medida dos componentes liquidos em
amostras heterogéneas, como solos, fibras e alimentos. Na Figura 1 estd um
diagrama de como essa medida ¢ feita em uma semente oleaginosa desi-
dratada. Como a agua de hidratacao e os componentes, como proteinas
e carboidratos, estdo no estado sdélido, tfém um T2 da ordem de alguns mi-
crossegundos, basta fazer a aquisicdo do sinal de RMN cerca de 50 us apos
o pulso. Neste tempo, o sinal de RMN serd devido apenas ao oleo, que estd
liquido e tem T2 de centenas de milissegundos. Em materiais com baixo teor
de 6leo esse método também pode ser usado para a medida da umidade.
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Figura 1. Diagrama dos eventos para medida do teor de 6leo em sementes com baixa
umidade.

A barra preta representa o pulso, que € da ordem de alguns micros-
segundos. A barra cinza o tempo de 50 ps, na qual o sinal dos componentes
solidos decai para o valor minimo (linha tracejada dentro da barra cinza) e
pode-se medir a intensidade do sinal do dleo.

Quando a semente tem mais de 10% de umidade, o sinal da agua
pode interferir na intensidade do sinal do éleo. Assim, ndo se pode usar a
intfensidade do FID para medir o teor de éleo. Para isso, usa-se uma sequén-
cia de pulsos denominada “eco de spin”. Esse método também se aplica a
analise de gordura em alimentos como chocolates e farinhas, bem como
para medir a razdo solido-liquido em margarinas (COLNAGO et al., 2014).
Além desses métodos, outras sequéncias de pulsos mais complexas tem sido
usadas para analises de RMN em baixa resolucao. Dentre elas, destacamos
a sequéncia de pulsos desenvolvida por Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG)
que gera um sinal de RMN cujo decaimento depende de T2 e a CWFP (Con-
tinuous Wave Free Precession), cujo sinal depende tanto de T1 quanto de Te.

Esses métodos vém sendo usados para medir a qualidade dos 6leos
vegetais em sementes, umidade, gordura e propriedades sensoriais em car-
nes bovinas, teor totais de solidos solUveis em frutas e possui muitas outras
aplicacoes em agropecuaria.

Nas Figuras 2 a 4 estao alguns exemplos da aplicacao da RMN em
baixo campo. Na Figura 2 estd o grafico de correlacdo entre o niUmero de
cetano determinado por RMN em baixo campo versus o valor de referéncia
(PRESTES et al., 2007). O coeficiente de correlacdo entre as duas medidas
para 15 amostras de sementes oleaginosas como soja, pinhao manso, amen-
doim, macadamia etc., foi de r=0,92. Isso indica que a técnica de RMN em
baixo campo pode ser usada para prever, diretamente nas sementes, o nu-
mero de cetano dos éleos vegetais, que € um dos principais parédmetros de
qualidade do biodiesel.
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Figura 2. Gréfico de correlacao entre o nUmero de cetano previsto por RMN e o determinado
a partir dos dados de cromatografia gasosa.

Na Figura 3 estd um grdfico de barras com os valores do coeficiente
de correlacao entre os valores previstos por RMN em baixo campo, com a
sequéncias CPMG (barra cheia) e CWFP (barra quadriculada) e as proprie-
dades sensoriais: sabor (1), suculéncia (2), maciez (3) e propriedades fisicas
e quimicas como: perda de agua por coccao (4), teor de gordura (5), umi-
dade (6) e maciez instrumental (7), determinadas por métodos padrdes (PE-
REIRA et al., 2013a). Como se pode ver, nesta figura a sequéncia CPMG, que
depende apenas de T2, teve maior correlacao com as propriedades senso-
riais e a maciez instrumental do que com a CWFP. Por outro lado, a sequéncia
CWEFP, que depende de T1 e T2, apresentou maior correlacao para a perda
de coccao, de teor de gordura e de umidade.
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Figura 3. Grafico de barras com os valores do coeficiente de correlacao previsto por RMN
(CPMG [barra escura] e CWFP [barra clara]) para o sabor (1), suculéncia (2), maciez (3), perda
de dgua por coccgao (4), teor de gordura (5), umidade (6) e maciez instrumental (7) da carne
bovina.

A RMN em baixo campo também tem sido usada para medir a quali-
dade interna de frutas frescas (PEREIRA et al., 2013b). Na Figura 4 esta o gra-
fico de correlacdo entre o teor de sélidos solUveis totais (SST-brix) em ameixas
frescas, medidos por refratometria e o valor de SST, medido para mesmas fru-
tas intactas, por RMN, com a sequéncia CPMG. Nesta figura, pode-se ver que
ha uma correlacao inversa entre os valores de T2 e o teor de SST em ameixas.
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Figura 4. Grafico de correlacdo entre o teor de sélidos soltveis totais (SST) em ameixas e o
previsto por RMN, com a sequéncia CPMG.
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Espectroscopia de RMN em alta resolucao

a) Amostras em solucao. Como descrito anteriormente, a RMN em alta
resolucao pode ser subdividida em RMN em alta resolucao para liquidos e
em alta resolucdo para amostras solidas. Essa separacdo € necessdaria, pois
as técnicas usadas em cada tipo de amostra e os parametros espectrais sdo
bem diferentes. No caso de amostras liquidas ou em solucao, os experimen-
tos de RMN sao obtidos com apenas um pulso de excitacao, pois os tempos
de relaxacao T1 e T2 estdo na ordem de alguns segundos, o que equivale a
uma largura de linha de alguns Hz. Isso porque as moléculas estao em mo-
vimentos de alta velocidade, o que elimina as interacdes anisofropicas do
deslocamento quimico e as interacoes dipolares e quadrupolares, que sao
observadas nas amostras sélidas. As principais aplicacdes da RMN em alta
resolucao na agricultura sao utilizadas na determinacao da estrutura de mo-
léculas bioativas, proteinas, carboidratos e lipideos, na analise da compo-
sicao quimica e degradacao de alimentos e agroquimicos, estudos in vivo
do metabolismo animal, vegetal e de microrganismos, entre muitas outras
aplicacoes. Forato et al. (2000) usaram a RMN em solucao para analisar os
acidos graxos livres presentes em amostras de corpos proteicos de milhos e
concluiram que eram enddgenos e ndo produtos de copurificacdo. Em 2004,
Forato et al. (2004) utilizando a RMN de *C em solucéao, analisaram as inte-
racoes das zeinas, prolaminas do milho com o acido oleico e concluiram
que tais interacoes podem ser eletrostaticas, via carboxila ionizada do acido
oleico com residuos de arginina da proteina, bem como hidrofébicas, pelas
cadeias laterais dos residuos de aminoacidos apolares presentes na proteina
com a cadeia carboénica do lipideo. Colzato et al. (2011) utilizaram a RMN de
'H em solucao para avaliar a oxidacao de nozes macadamia revestidas com
flmes a base de zeinas.

b) Amostras sélidas. No caso de amostras sélidas, amorfas ou multi-
cristalinas, as interacoes dipolares, quadrupolares e de anisotropia do des-
locamento quimico estao presentes e cada linha espectral pode ter largura
de até alguns megaHertz (MHz). No caso de nucleos com spin 2 como o *C,
P e 29Si (que nao tem interacao quadrupolar), os espectros de RMN em alta
resolucao sao obtidos com a amostra girando em alta rotacdo, em torno do
angulo de 54,73° (conhecido como angulo magico), em relacéo a direcao
do campo magnético externo. O giro da amostra nesse angulo minimiza ou
elimina as interacdes anisotropicas, o que permite a obtencdo de espectros
de amostras solidas, com largura de linha de até algumas dezenas de Hz.
Outro problema das amostras solidas € que o T' de °C, 3P etc. sado muito lon-
gos € por isso, a aquisicao dos espectros desses nucleos sao muito demora-
das. Para eliminar esse problema, foi desenvolvido o método de polarizacao
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cruzada (CP) que faz a transferéncia de polarizacao do hidrogénio, que tem
T1 curto, para o isétopo que se deseja observar, com T1 longo. Além disso, a
polarizacao cruzada aumenta o sinal dos nucleos que se deseja observar
pelarazao entre o ydo 'H e ydo isétopo analisado. Para o *C, essa razao € 4,
que corresponde a um aumento de 4 vezes na intensidade de sinal. Ou seja,
a técnica de CP permite a reducao do tempo de analise em dezenas de ve-
zes se comparado a técnica pulsada convencional. Entretanto, a técnica de
CP fara a polarizacao do nucleo de interesse ocorrer em maior intensidade
quanto maior for o numero de atomos de hidrogénio que estiverem ligados
diretamente ao nucleo de interesse e nas adjacéncias da cadeia.

Desta forma, sinais de carbono presentes em estruturas alifaticas nao
substituidas tenderao a ser mais intensos que aqueles contidos em anéis aro-
maticos. Assim, um espectro de CPMAS de uma amostra nao pode ser consi-
derado de maneira quantitativa por si s6, mas sim comparativamente a ou-
tros espectros, sendo comparaveis a mudancas nas intensidades de sinais
em funcao de alguma outra variavel. Como exemplo, no caso de estudos de
matéria organica de solos (MOS), podemos citar como variaveis de interesse
0 manejo, a fertilidade, a textura, a profundidade, o tipo de cultura, entre
outros (ABREU-JR et al., 2009). Assim, a técnica usada em RMN de 2C, ¥ P e
29Si em estado solido € denominada CPMAS, pois envolve ou uso da CP, na
rotacao no angulo magico (MAS). As aplicacdes em agropecuaria envolvem
andlises de materiais sélidos de alimentos, fibras, matéria orgdnica de solos,
componentes inorganicos, entre outros. O uso da CPMAS do *C tem sido mui-
to comum na determinacao das caracteristicas da matéria organica do solo
sob diversos manejos e situacdes ambientais. E uma técnica que permite a
observacao de diferencas estruturais pela integracao de diferentes partes do
espectro, que representam diferentes funcoes quimicas organicas, conforme
proposto por Skjemstad et al. (1998) e apresentado na Figura b.

ppm

Figura 5. Espectro de RMN de *C em estado sélido utilizando a técnica CPMAS de uma
amostra de acido humico e o assinalamento dos sinais a grupos funcionais.
Fonte: Skjemstad et al., 1998.
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Amostras de solo podem ser diretamente analisadas em casos nos quais
ha quantidades relativamente elevadas de carbono, bem como baixos teo-
res de ions ferromagneéticos, como Fe?, por exemplo, que distorcem o campo
magnético ao qual a amostra esta submetida durante a analise. Segnini et al.
(2013a) observaram diferencas estruturais relativas a matéria organica (MO)
(Figura 6) presente em solos inundados de forma permanente ou periddica,
conhecidos como Bofedales, encontrados na regiao dos Andes peruanos.
Buscava-se conhecer a estabilidade da MO, frente as mudancas climaticas
e a capacidade de sequestro de carbono destas areas.

Inundado Inundado
Periodicamente Permanentemente

B4
10-20 em

AS
20-30 em

T T T T T T T T T 1 T T T T T
oo X500 0D 150 100 50 I -5l 3000 350 00 15D 10D 30 0 =501

Ceslocamente Quimico [ppm) Deslocamento Quimico (ppm)

Figura 6. Espectros de RMN do isétopo carbono-13 (*C VA-CPMAS) para amostras de
solo (turfa andina conhecida como Bofedales) inundado de maneira periédica (A) ou
permanente (B). Os indices 1 a 5 apresentados nos espectros relacionam-se as diferentes
profundidades das amostras. Adaptado de Segnini et al. (2013a).
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Os espectros de RMN apresentados na Figura 6 mostram uma tendén-
cia de aumento da quantidade de grupos funcionais com caracteristicas
de aromaticidade (anéis aromaticos e fendis) representados nas regides es-
pectrais entre 110 ppm e 160 ppm, principalmente em solos inundados de
maneira periddica. Isso ocorre devido a atividade microbiana sobre a bio-
massa presente, que possui a tendéncia de consumir estruturas alifaticas,
concentrando proporcionalmente as partes mais aromaticas das cadeias.
Este efeito nao e tao evidente nas amostras retiradas da regiao permanen-
temente inundada, pois a baixa quantidade de oxigénio nestes locais propi-
cia o desenvolvimento de microrganismos anaerdbios, que apresentam uma
atividade menor, transformando de maneira menos acentuada a matéria
organica do solo. Nota-se, também, uma proporcdo bastante alta de gru-
pos funcionais oriundos de polissacarideos, como a celulose (60-110 ppm),
bem como de estruturas de carbono alifatico, presentes principalmente em
residuos de Oleos, ceras e gorduras (0-45 ppm), remanescentes do material
vegetal original. Geralmente, as amostras de solo brasileiro tendem a possuir
peguena quantidade de MO e grande quantidade de Fe*, o que, na prati-
ca, inviabiliza analises sem preparo prévio. Nesses casos, e feita a extracao
dos acidos humicos, que representam a fracdo mais humificada da matéria
organica do solo (MARTIN-NETO et al., 2009; SEGNINI et al., 2013b). A extracao
segue um protocolo estabelecido pela Sociedade Internacional de Substan-
cias Humicas (IHSS), que se baseia na solubilidade da matéria organica em
meios acido e alcalino (SWIFT, 1985). A Figura 7 apresenta um espectro de
RMN de uma amostra de AH extraida do solo. Nesse caso, observa-se um si-
nal intenso, proporcionado por estruturas aromdticas e fendis (110-160 ppm),
caracteristico de material em maior estado de humificacdo (PRIMO, 2012).

1 N I i I N 1 i I i 1 N I i I i 1
300 250 200 150 100 20 0 =50  -100

Deslocamento Quimico (ppm)

Figura 7. Espectro de RMN de amostra de acido humico extraido de solo tropical. Adaptado
de Primo (2012).
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Outro exemplo € o acompanhamento do processo de humificacdo
da MO em uma leira de compostagem. A compostagem € um processo
exotérmico aerdbio pelo qual residuos orgdnicos de diferentes origens sdo
transformados em materiais relativamente estaveis. Os principais produtos do
processo sao CO,, agua e matéria organica estabilizada, composta princi-
palmente por acidos humicos recém-produzidos (LOPEZ et al., 2002). A forma-
cdo dessas substancias estd ligada ao grau de humificacdo do composto.
Durante um processo de compostagem, por exemplo, estruturas organicas
mais labeis s&do degradadas, enquanto estruturas mais recalcitrantes tendem
a ser preservadas. Como exemplo, sao mostrados, na Figura 8, espectros de
amostras de acidos humicos extraidos de um composto agricola em diferen-
tes estagios de maturacao (FIALHO et al., 2010).

69

: - - : ;
300 200 100 0 -100

Deslocamento Quimico (ppm)

Figura 8. Espectros de RMN "*C (VA-CPMAS) de acidos humicos extraidos de composto
organico em diferentes tempos de compostagem. to - Mistura inicial (bagaco de laranja +
poda de jardinagem); t3o0 — 30 dias de compostagem; too — 90 dias de compostagem e t210 -
210 dias de compostagem. Extraido de Fialho et al., 2010.

Pelo espectro, observa-se que inicialmente (to) existe a predominan-
cia do sinal em 69 ppm, correspondente d presenca de pectina existente no
bagaco de laranja. A pectina € faciimente degradada, sendo que esse sinal
diminui bastante no acido humico extraido apds 30 dias de compostagem
e praticamente some apds 210 dias. O sinal em 172 ppm é caracteristico de
acidos carboxilicos, que estao presentes nos acidos organicos no bagaco de
laranja e que continuam presentes apds o processo de compostagem, em
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funcao do processo de sintese microbiana. Com 30 dias de compostagem,
sinais entre 0-45 ppm (C-H de estruturas alifaticas) e 60-110 ppm (C-O de polis-
sacarideos e agucares) tornam-se mais proeminentes. Ao passar de 210 dias,
as estruturas aromaticas e fendlicas (110-160 ppm) tornam-se mais evidentes,
mostrando uma maior maturacao do acido humico extraido. Desta forma,
fica evidente como se dd o uso de RMN na caracterizagcdo dos produtos de
uma degradacao microbiana, sendo uma ferramenta muito util do ponto
de vista da caracterizacao estrutural de substancias organicas de interesse
agrondmico/ambiental.

Tomografia por RMN (TORMN)

A tomografia por RMN (TORMN), conhecida na drea médica como
Ressonancia Magnetica (RM), € usada para fazer uma imagem da distribui-
cao espacial de uma substancia quimica dentro de um objeto. A maioria das
imagens por RM sao usadas para fazer um mapa da distribuicao da agua e
ou da gordura usando o isdétopo H. Esse tipo de imagem gera um contraste,
conhecido como densidade de prétons (PD) e € usado para determinar a
distribuicao da agua e/ou da gordura desde alimentos (Figuras 7 e 8) ate
seres humanos. Alem desse tipo de contraste, a TORMN pode gerar imagens
com contraste baseados nos tempos de relaxacao T1 e Tz, fluxo, difusdo mo-
lecular, entre outros tipos de contraste.

Os contrastes por T1 e T2 s&o 0os mais comuns e sao usados para diferen-
ciar a agua da gordura e a agua em diferentes ambientes fisicos e quimicos,
0 que ocorre em tecidos e érgdos normais e alterados. Por exemplo, pode-se
observar, com esses tipos de contraste, o efeito de injurias mecanicas, por
baixa temperatura em frutas. A agua, na area que sofreu a injuria, esta em
um ambiente fisico-quimico diferente da agua que esta no tecido intacto.
Na imagem, essa diferenca de ambiente se reflete no tempo de relaxacdo,
que permite que se identifique facilmente a regido com a injuria.

Asimagens da Figura 9 mostram uma manga infestada com mosca da
fruta (BISCEGLI et al., 2000). Na parte (A) esta uma imagem com contraste por
T1 e na parte (B) aimagem da mesma manga, mas com contraste por T2. Nes-
tas imagens, as regides mais claras, no lado esquerdo da manga, refletem as
regides em que os tecidos estdo muito danificados e a polpa estd bem ge-
latinosa. Os pontos escuros nessas regioes sao os furos causados pelas larvas.
Apesar da maioria dos danos serem observados em ambas as imagens, o
efeito € mais marcante no caso da imagem contrastada por T1 (Figura 9a).

Na Figura 10 estd uma imagem por TORMN de um confrafilé bovino. A
imagem tem contraste por T, e as partes claras sao as regioes ricas em gordu-
ra, enquanto as partes cinzas sao o tecido muscular ou a carne.



Figura 9. Imagens por TORMN de uma manga infestada com larvas da mosca da fruta. A
imagem (A) foi obtida com contraste de T1, usando tempo de repeticao de 6 s e tempo de
eco de 0,06 s. Aimagem (B) foi obtida com contraste por T2, com tempo de repeticao de 0,5 s
e tempo de ecode0,015s.

Figura 10.Imagem por TORMN de um contrafilé bovino, com contraste por T..

Aplicacoes da espectroscopia de RPE na agropecuaria

As aplicacoes da RPE na agropecuaria ocorrem nos estudos de ali-
mentos, nos sistemas bioldgicos e, principalmente, no estudo da matéria or-
ganica (MO) e de substancias humicas (SH) de solos e aquaticas. Assim, as
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aplicacoes da RPE discutidas serao relativas aos estudos com MO e SH, ana-
lisando os sinais de radicais livres e dos ions paramagnéticos.

Determinacdo da humificacdo da MO por RPE

O sinal do radical livre organico medido por RPE pode ser usado para es-
timar varios propriedades da MO e de SHs, como o grau de humificacdo, os sitios
de ligacao de metais, a interacao com pesticidas e substancias apolares, entre
outras aplicacdes. Esse método para determinar a humificacdo se baseia no
fato que quanto maior a humificacdo da MO ou das SHs, maior serd a presenca
de grupos funcionais com alta capacidade de estabilizacao de radicais livres,
como grupos aromaticos policondensados, grupos fendlicos, entre outros. Por
meio dessa técnica podem ser analisados espectros do radical livre organico
em amostras de acidos humicos (AH) extraidos de solos de sistemas de plantio
direto e convencional. Os resultados indicam menor humificacdo dos AH sob
plantio direto. Assim, em ambiente menos oxidativo no solo em plantio direto,
promove diminuicdo da humificacdo da matéria orgdnica, em comparacdo
aos solos manejados sob preparo convencional. Os sinais de radicais livres tam-
bem tém sido utilizados para estudos basicos, como caracterizar a localizacao
dessesradicais em solos e em SHs. Na Figura 11 estao os espectros de RPE com os
sinais dos radicais livres de amostras de Terra Fina Seca ao Ar (TFSA), AH, humina
(HU) e acido fulvico (AF). Como a forma do sinal e o valor do g = 2,004 sao simila-

res para todas as amostras, pode-se concluir que se trata de um mesmo radical
livre, nesse caso um radical livre organico.
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Figura 11.Espectros de RPE do radical livre organico nas fragées AH, AF e HU como também

no solo TFSA. Largura de linha (AH) e amplitude (Amp.). Adaptado de Saab e Martin-Neto
(2004).
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Os espectros de RPE também foram usados para estudar o compor-
tamento do radical livre organico em fungcao do tamanho de particulas dos
solos e da temperatura (Figura 12). Observou-se que o conteudo de radicais
livres cresce em todas as fracoes até a temperatura de 200 °C. Isto pode ser
explicado pelo fato que a fracao alifatica da MO € decomposta, primeira-
mente, aumentando a concentracao relativa da fracao aromatica e, com
isso, aumentando a quantidade de radicais livres, além da perda de agua
presente nas amostras. A partir de 400 °C ha uma diminuicao no conteudo de
radicais livres em todas as fracoes, sendo que a fracao > 53 pm € a menor de
todas as fracoes. Para a fracao 0-2 pm o desaparecimento completo ocorre
a partir de 600 °C, na fracdo 2-20 um e 20-53 um ainda permanece um con-
teddo residual de radicais livres. Esse resultado pode ser explicado pelo fato
que nas fracdes 2-20 um e 20-53 ym a MO humificada pode estar mais recal-
citrante ou ligada mais frmemente aos minerais (provavelmente agregados
de argilas), desta forma a MO fica protegida pelas fracdes.
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Figura 12. Quantidade de radicais livres organicos em funcdo da temperatura (T.A. é a
temperatura ambiente, 28 °C) nas fracdes fisicas de gleissolo. Mostra-se a barra de erro das
medidas. Adaptado de Saab e Martin-Neto (2003).
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Estudos com marcadores hidrofébicos foram realizados atravées da
técnica de RPE para identificar e caracterizar regides hidrofébicas nas mo-
léculas de AH e nos solos. Os estudos com RPE também foram usados para
caracterizar a sorcao dos herbicidas imazaquim e atrazina em solo e AH. Os
resultados indicaram que os herbicidas podem estar interagindo com os AHs
por ligacdes de hidrogénio e/ou transferéncia de protons, froca catidnica e,
principalmente, interacdes hidrofébicas.

Caracterizacao dos ions paramagnéticos na MOS e SH

Espectros de RPE de AF e AH possuem uma caracteristica comum: nor-
malmente apresentam sinal de radicais livres em g = 2,00. Uma segunda ca-
racteristica € a linha assimétrica que surge em g = 4,2 - 4,3, que € geralmente
atribuida ao ion Fe?* (alto spin) ligado ao AF e ao AH em sitio tetraédrico
ou octaédrico em um campo cristalino de simetria cubica (MARTIN-NETO et
al., 1991: SAAB: MARTIN-NETO, 2008: SENESI, 1990a). A consideravel resisténcia
dessa forma de ferro em se reduzir ou realizar reacoes de troca, sugere que
o Fe’r é fortemente ligado e protegido, formando complexos de esfera inter-
na de AF e AH. Uma linha com sinal bastante alargado aparece em g = 2,
tambeém comum nos espectros de AF e AH, e provavelmente consiste em
um envelope de varias ressonancias devido a interacao spin-spin entre varios
ions paramagnéticos absorvendo nessa regiao. Em alguns espectros de AF
aparecem sinais em g = 9 - 10, que provavelmente surgem do Fe* em sitios
de simetria rombica (SAAB, 1999).

Sinal de RPE devido ao ion Cu?* também € caracteristico nas amostras
de AH e AF. Os espectros geralmente correspondem em duas componentes,
g// e g», que surgem do eixo principal de simetria do ion Cu?* (1=3/2) paralelo
ou perpendicular, respectivamente, ao campo magnético (GONZALES PE-
REZ et al., 2004: MARTIN-NETO et al., 1991). Parametros de RPE determinados
dos espectros sugerem uma contribuicao de ligacao covalente e sao consis-
tentes com sitios de Cu?" em AF ligado somente com grupos funcionais que
contém oxigénio (carboxilicos, hidroxilicos, fendlicos, carbonilas e moléeculas
de agua), ou por oxigénio e nitrogénio ligado ao AF (SENESI, 1990a, 1990b).
Resultados obtidos por SAAB (1999) e SAAB e MARTIN-NETO (2008) estudando
gleissolos do Rio de Janeiro identificaram em amostras de AH que apresenta-
ram sinal de Fe**em g = 4,3, como mostra a Figura 13. Esse sinal € devido ao
Fe3* com spin alto, 5/2, ligado a grupos funcionais do AH em um sitio tetraé-
drico ou octaedrico (MARTIN-NETO et al., 1991). O sinal de VO?* foi observado
em todas as amostras com oito linhas hiperfinas, spin nuclear 1=7/2 (SENESI et
al., 1990a). Os sinais VO?* com simetria axial com 8 linhas paralelas e 8 per-
pendiculares ao campo magnéetico sdo encontrados em AH de solos devido
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a capacidade da substancia humica de reduzir o ion (VO,)", 0 que é a forma
mais estavel do vanadio sob condicoes tipicas do solo para o ion vanadilo
(VO?%). No solo TFSA, os sinais de Fe3* foram observadosem g=9,g=5,g=4,3,
g=33eg=2 0Ossinaisemg=9eg=4,3sao devidos ao ion Fe3** em simetria
rombica; os valores em g =5 e g = 3,3 sao devidos ao ion Fe* em mais alta
simetria (GOODMAN; HALL, 1994). Os sinaisem g =5 e g = 3,3 no solo intacto
e HU sao devidos ao material mineral e nao aparecem no AH e AF. O sinal
em g = 2 € provavelmente devido ao ion Fe** na forma de dxido, que estd na
superficie do mineral ou da MO (GOODMAN; HALL, 1994).
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Figura 13. Espectros de RPE de gleissolo TFSA e das suas respectivas fracdes: AH, AF e HU.
Os sinais estdo nas mesmas condicdes experimentais, com frequéncia de micro-ondas de
9,7 GHz. Adaptado de Saab (1999) e Saab e Martin-Neto (2008).

Na HU foi observado um sinal semelhante ao do solo intacto, com si-
nais de Fe3* aparecendo em todas as amostras e confirmando, assim, a maior
porcentagem da fracao HU no solo. No AF observa-se a presenca dos sinais
de Mn?* e do VO?%*, como mostra a Figura 14, em que o Mn? possui spin nu-
clear (l) igual a 5/2, e, portanto, 6 linhas hiperfinas com g = 2,005 e espaca-
mento hiperfino de A = 87 G, enquanto o VO?* possui | = 7/2, isto €, 8 linhas
com g = 1,98, sendo que possui simetria axial com componentes paralelos e
perpendiculares ao campo magnético (SAAB, 1999; SENESI, 1990a).
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radical livre
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Figura 14. Espectro de RPE do AF evidenciando sobreposicao de linhas Mn?*e VO?* (sitios
perpendiculares ao campo magnético). Frequéncia de micro-ondas de 9,79 GHz. Adaptado
de Saab (1999).

Consideragoes finais

Como demostrado acima, tanto as espectroscopias de RMN, quanto
as de EPR e também as de TORMN tém um enorme campo de aplicacao no
agronegdcio, indo desde andlises laboratoriais, para determinar a estrutura,
dinamica ou funcdo de uma substancia quimica até aplicacoes para resol-
ver problemas no campo e no setor agroindustrial. Na aplicacao no campo
as espectroscopias de RMN e EPR tem demostrado seu enorme potencial
para estudo da matéria orgénica de solos, dos processos de humificacdo e
compostagem, entre outras aplicacoes. No setor agroindustrial, a RMN vem
se tornando uma ferramenta que podera agregar valor tanto aos produtos in
natura quanto processados. As aplicacoes envolvem analise ndo invasiva da
qualidade de frutas, carnes e produtos industrializados e embalados como
maioneses, molhos de salada, de mostarda, entre outros. Espera-se que em
um futuro préximo as aplicacdes de técnicas de ressondincia magnética te-
nham ainda mais aplicacdes no agronegdcio, principalmente pela reducdo
do custo dos aparelhos, maior portabilidade e maior sensibilidade.
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