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CAPITULO 1 1 / Parte 1

Técnicas de Ressonancia
Magnética Aplicadas no Estudo da
Matéria Organica do Solo

Etelvino Henrique Novotny
Luiz Alberto Colnago

1. CONCEITOS BASICOS

1.1. O momento magnético das particulas atdmicas e o fendbmeno de ressonancia magnética

A fundamentacdo fisica da ressonancia magnética, tanto nuclear quanto eletrénica, baseia-se nas
propriedades magnéticas das particulas atbmicas, os elétrons e os nudcleons (protons e néutrons). Essas propriedades
magnéticas, numa visdo classica, advém do fato que particulas carregadas eletricamente em rotacdo ao redor do
proprio eixo (“spin”) geram um campo magnético. Com isso essas particulas se comportam como pequenos magnetos
(dipolos). Embora os néutrons possuam carga elétrica nula eles também apresentam um momento magnético. Isso
pode ser justificado ao imagina-los como particulas com carga total nula poréem com distribuicdo de cargas néo uniforme

(Freitas e Bonagamba, 1999).

Esse momento magnético é quantizado, ou seja, s6 pode existir em certos valores discretos, definidos
pelo nimero quéantico de spin (ms)' que indica a projegdo (componente) desse momento magnético, S;, em um eixo

arbitrario. Na auséncia de um campo magnético esses dipolos magnéticos estardo alinhados aleatoriamente e os

1 Optou-se por indicar 0 nimero quéantico de spin como ms tanto para o elétron como para os ndcleons, porém é comum encontrar-se a notagao ms para o

elétron e mj para os nucleons.
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diferentes estados de spin (ms= + 1/2) serdo equivalentes em energia, ou seja, degenerados. Porém, na presenca de
um campo magneético externo, cuja dire¢éo é definida como sendo a dire¢do do eixo z de coordenadas cartesianas, eles
assumirao diferentes orientagdes distinguidas pelo numero quantico ms, sendo uma delas, de menor energia, paralela
ao campo magnético e outra, de maior energia, antiparalela. Os estados de spin de menor energia séo ms= +1/2 para os
nucleons e ms= 1/2 para o elétron. A diferenca dos sinais para os estados de menor energia € devida a carga negativa

do elétron.

A interagdo do momento magnético da particula com o campo magnético levara, segundo as regras da
mecanica quantica, a um diagrama energético cuja energia da particula sera restrita a certos valores discretos definidos

pelos seus respectivos numeros quanticos. Esses niveis energéticos sdo dados pela relagéo:

E=xguBms (Equacéo 1)

sendo o sinal positivo para o elétron e negativo para os nicleons; g € uma constante de proporcionalidade conhecida
como fator de Zeeman, fator-g ou valor-g e é caracteristica de cada particula sendo igual a 2,0023193 para o elétron
livre (Weil et al., 1994), isso €, um Unico elétron no vacuo. Para o proton e o néutron os valores de g sdo 5,5856912
e 3,8260837, respectivamente (Freitas e Bonagamba, 1999); u é o magneton de Bohr (us) para o elétron
(9,2740154 1024 J T') e magneton nuclear (un) para os nucleons (5,0507866 1027 J T1); B (em T) é a densidade de fluxo
magnético que por simplicidade é denominada apenas de campo magnético. Devido a diferengca de massa entre as
particulas o magneton de Bohr é 1836 vezes maior que 0 magneton nuclear e assim o0 momento magnético do elétron é
cerca de 2000 vezes maior que o dos nucleons. O diagrama energético para uma particula com spin 1/2 submetido a

um campo magnético é dado na (Figura 1).
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Figura 1. Remocéao da degenerescéncia dos estados de spins por um campo magnético (efeito Zeeman). Os indices “e”

e “n” referem-se ao elétron e aos nucleons, respectivamente.

Substituindo-se os numeros quanticos de spin na Eq. (1), ttm-se os valores de energia para cada estado

(#1/2 g u B) e a separagao de energia entre os dois estados, chamada de separacdo Zeeman, sera de:

AE=guB (Equacéo 2)

Essa separacdo aumenta linearmente com o aumento de B (Figura 1). Transicées de dipolo magnético
entre os dois estados de spins ocorrem quando se faz incidir, perpendicularmente ao B, radiacéo eletromagnética cujos
fotons possuem energia hv igual a AE, onde h é a constante de Planck (6,6260755 1034 J s) e v é a freqiiéncia da

radiacéo incidente, como mostrado a seguir:

hv=AE=guBr (Equacéo 3)

Essa equacéo representa a condi¢do de ressonancia num experimento de ressonancia magnética e B, é o

campo magnético em que ocorre esse fendmeno (Figura 1). Assim pode-se atingir a condi¢cdo de ressonéncia variando-

se a freqliéncia da radiagéo incidente ou o campo magnético externo.
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Tanto as transigbes para o nivel de maior energia quanto para o de menor sdo igualmente provaveis,
porém somente ocorrerd absor¢ao liquida de energia pela amostra quando a populacdo de spins do nivel de menor
energia for superior a populacdo de spins de maior energia (Carrington e McLachlan, 1967). Quando as populagbes de
spins desses niveis se igualarem o sistema estard num estado de saturagdo (Poole, 1983). Em um conjunto
macroscoépico de spins, submetido a um campo magnético externo em equilibrio térmico e sem a aplicacao de radiacao
eletromagnética que promova as transi¢cdes de spins, a razao entre as populagdes de spins dos niveis energéticos pode

ser satisfatoriamente descrita pela distribuicdo de Boltzmann:

n+/n- = exp(-hv/kT) = 1 - g u B/KT (Equacéo 4)

onde n* e n- sdo as populagdes dos niveis de maior e de menor energia respectivamente, k € a constante de Boltzmann
(1,380658 1027 J K') e T a temperatura (K) da amostra em estudo (Goodman e Hall, 1994). Assim a diminuicdo da
temperatura da amostra ou 0 aumento do campo magnético leva a um aumento da populagdo de spins de menor

energia e consequentemente a um aumento da intensidade do sinal.

1.2. Tempos de relaxagéo

Se a particula promovida ao nivel de maior energia retornasse ao seu estado fundamental emitindo
radiacao nao seria possivel detectar a absorgéo liquida de energia, pois cada féton absorvido seria re-emitido. Existem,
porém, acoplamentos entre os spins e 0 meio atémico circundante que possibilitam a transferéncia de energia sem a
emissdo de um foton durante a transicdo do spin de volta para o nivel inferior. Esse processo é denominado de
relaxacdo spin-rede, e possui um tempo caracteristico (T7) dependente dos acoplamentos existentes (Coelho-Neto,
1992). A rede refere-se a outros atomos na molécula e outras moléculas, incluindo o solvente quando for o caso. A taxa
de transicao do nivel de menor energia para o de maior energia ndo pode exceder a taxa de relaxagé@o de volta para o
estado fundamental, pois, nesse caso, havera a saturagdo do sistema (Senesi, 1990). Pode haver relaxagédo também
pela transferéncia de energia de um spin para outro, que € conhecida como relaxacgao spin-spin. Nesse caso o tempo do
processo € T2 e a largura de uma linha espectral é inversamente relacionada a esse tempo (T2). Na auséncia de
saturacdo, quanto maior a taxa de relaxag@o ou seja menor Tz, mais larga sera a linha espectral (Weil et al., 1994),
perdendo-se resolucéo e até mesmo impossibilitando o registro do espectro pois pelo Principio da Incerteza, AE At = h/
2m, se o tempo de relaxagéo for muito pequeno (At — 0), as linhas de ressonancia ficardo muito largas (AE — «), e ndo

sairdo da linha base (ndo serdo percebidas). Isso frequentemente ocorre com os compostos de coordenacdo
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inorganicos. Nesse caso também a diminuicdo da temperatura da amostra pode ser efetiva pois isso acarretaria um
aumento dos tempos de relaxagcdo. Em certos casos, com ions de metais de transicdo, opta-se por adquirir 0 espectro

em temperaturas de N2 ou mesmo He liquidos (77 K e 4,2 K, respectivamente).

1.3. Regras de selecéo

As condi¢Bes para que a matéria absorva radiacdo eletromagnética estdo sumariadas nas regras de
selecdo. As transicoes que sado possiveis, de acordo com essas regras, sdo chamadas de permitidas, enquanto as
transicdes que ndo obedecem essas regras sdo chamadas de proibidas. E importante ressaltar que o termo proibido
refere-se a regras estabelecidas para um modelo simples, de modo que transi¢cdes proibidas podem se tornar permitidas
por mecanismos ndo incluidos nesse modelo simples. Porém, a intensidade de absorgdo ou emissdo que ocorre com
uma transicao esta relacionada a probabilidade desse evento (transi¢cdo) ocorrer. Quanto mais provavel for o evento,
mais intensa sera a absorcdo, assim, transi¢cdes proibidas sédo de baixa probabilidade e logo dao absorcdes de baixa

intensidade (Drago, 1992).

As regras de selecdo para RPE sdo: Ams nuclear igual a 0 e Ams eletrénico igual a + 1, ou seja, as
transicbes nucleares e de mais de um spin eletrdnico sédo pouco provaveis. Ja para RMN temos como transicbes

proibidas as de spin eletrénico e as de mais de um spin nuclear.

1.4. O spin total resultante

Em sistemas atdbmicos e moleculares ndo mais do que dois elétrons podem ocupar um dado orbital
espacial e quando dois elétrons ocupam um mesmo orbital seus nimeros quanticos de spin (ms) sempre terdo sinais
opostos, ou seja, esses elétrons estardo emparelhados tendo seus spins anti-paralelos, o que € expresso pelo Principio
de Exclusdo de Pauli. Nesse caso o momento magnético de cada elétron cancela o outro, resultando que orbitais
completos ndo sdo efetivos quanto ao spin-magnetismo e logo apenas quando, no minimo um orbital da espécie
quimica possuir um elétron desemparelhado, essa espécie quimica podera servir de sonda de RPE. Em se tratando de
elétrons e nlcleons, a soma dos spins desemparelhados de dada espécie é o spin total resultante sendo representado

por S no caso de spin eletrénico e / no nuclear.
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Na presenca de um campo magnético externo cada spin desemparelhado podera assumir duas diferentes
orientacbes (paralelo e anti-paralelo em relagdo ao campo magnético externo), com isso a projecdo do momento
magnético resultante no eixo de coordenadas cartesianas z adota 2 S + 7 ou 2 | + 1 (multiplicidade) diferentes

orientacdes (Figura 2).

Z
+1/2 A A
0 B, B
-12
(a) (b)

Figura 2. Orientacdo quantizada do spin; a e 3 séo os estados de spin +1/2 e 1/2 respectivamente, o eixo ztem como

unidade [2]. (a) S=1/2 e (b) S=1. Os sub indices “€” e “n” referem-se ao elétron e aos nlcleons, respectivamente.

1.5. Interacdes magnéticas

A condigdo de ressonancia dada pela Eq. (3) depende de constantes proprias da particula em questéo (g
e p) e do B, porém o campo magnético efetivo (Befer) @ que determinada particula € submetida ndo é necessariamente
apenas o B aplicado. Adicionalmente a esse podem existir campos magnéticos locais (Bioca), decorrentes de outras

interacbes magnéticas, que se somam vetorialmente ao B para produzir 0 Beret que age sobre a particula. Devido a isso,
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a condicéo de ressonancia dada pela Eq. (3) ocorrera em um valor de B diferente daquele para a particula livre ou
havera o desdobramento da linha de ressonancia em multipletos. Exemplos de Biocai 80 0s decorrentes do movimento
orbital dos elétrons e do momento magnético das demais particulas. De fato se ndo houvesse essas interacoes os
espectros de RPE e RMN limitar-se-iam apenas a uma linha simples com g igual ao valor da particula livre néo
fornecendo quaisquer informacdes a respeito do atomo ou molécula ao qual essa particula dotada de momento
magnético pertence. Na pratica essas interagbes produzem uma multiplicidade de fascinantes e Uteis fendmenos

observaveis pela RMN e RPE (Weil et al., 1994).

1.6. A energia Zeeman

Um campo magnético externo induz os elétrons de um atomo ou molécula a fazerem um movimento de
precessao ao redor da direcdo desse campo e esse movimento circular gera uma componente de campo magnético
contraria ao B (Lei de Lenz), e em se tratando de nucleons (RMN) esse Biocas € um importante componente para 0 Beret

de tal sorte que a Eq. (3) pode ser modificada para:

hv=AE =gnun (1-0) B (Equacao 4)

onde o é chamada de constante de blindagem cujo valor € da ordem de 10%. O grau de blindagem depende da
densidade de elétrons ao redor do ndcleon em questao. Com isso 0 nlicleon serve como uma sonda para o ambiente
quimico (densidade eletrénica) em que esta inserido. E importante ressaltar que mesmo elétrons emparelhados geram
esse Bpca, embora a magnitude desse seja muito menor do que daquele gerado por elétrons desemparelhados

(Silverstein et al., 1991).

Para o caso eletrdnico, elétrons emparelhados ou em orbitais esféricos (orbital s) ndo contribuem
significativamente para alterar o Berer. Apesar disso a energia de ressonéncia do elétron pode diferir muito do valor
tedrico hv = AE = 2,0023193 s B; do elétron livre. Em RMN é usual considerar-se que o g» € uma propriedade inerente
dos nucleons e qualquer correcdo na energia Zeeman sao interpretadas como efeitos de blindagem Egq. (5). Ja os
espectrocopistas de RPE preferem descrever as mudangas na energia Zeeman como alteracdbes do momento
magnético efetivo do elétron, ou seja o valor-g ndo € uma constante e pode ser diferente em diferentes situagoes, com

isso o valor-g medido experimentalmente pode diferir muito do ge.
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O momento angular intrinseco de spin do elétron desemparelhado é associado com um valor-g igual ao
Jge, Porém o movimento orbital desse elétron pode dota-lo de um pequeno momento angular orbital que altera o
momento magnético efetivo e conseqlientemente o seu valor-g (Carrington e McLachlan, 1967). Assim o valor de g em
espectroscopia de RPE é utilizado na caracterizacdo de grupos de atomos das estruturas moleculares, como os
numeros de onda (A-') de uma determinada banda de absor¢cdo em espectroscopia no infravermelho, ou 0 comprimento

de onda do méaximo de absorcao (Am) em espectroscopia eletronica (ultravioleta - visivel).

1.7. O acoplamento hiperfino e super-hiperfino

Os momentos magnéticos dos elétrons e dos nucleons podem ser acoplados via interagdo de contato
(contato de Fermi) sendo a constante de acoplamento a, com dimenséao de energia proporcional a densidade do elétron
desemparelhado no nucleo. Assim sendo a interacdo de contato sé pode ocorrer quando o elétron desemparelhado
possuir uma probabilidade finita de densidade no nucleo. Logo, elétrons em orbitais p, d, f e superiores, que tém
funcdes de onda com noés no nucleo (densidade eletrénica nula) precisam ter algum carater de orbital s para que possa

ocorrer a interacao via interagéo de contato (Carrington e McLachlan, 1967).

Entretanto, no estado liquido, outro mecanismo pode viabilizar o acoplamento dos momentos magnéticos
dos elétrons e dos ndcleons e quanto mais eficiente for esses mecanismos maior sera a constante de acoplamento. O
primeiro mecanismo é a interacdo de troca na qual ocorre a polarizagdo dos spins eletronicos de orbitais s cheios pelo
elétron desemparelhado de orbitais cuja densidade eletrbnica no nucleo seja zero (orbitais p, d, f...). Como esses
elétrons “internos” sofrem a influéncia tanto do momento magnético eletrénico quanto do nuclear, eles efetivamente
acoplam esses dois sistemas. O segundo mecanismo é a interagdo dipolar que, como ja visto na segdo anterior,
depende da distancia e da orientagdo relativa das particulas em interacéo, sendo que, a orientagdo do spin nuclear &€
governada pelo campo magnético aplicado enquanto que a do elétron desemparelhado depende de qual orbital ele esta

e da orientacdo da molécula ou atomo em relagéo ao campo magnético aplicado.

Quando um elétron desemparelhado, que possa interagir com um nacleo com spin diferente de 0, for
submetido a um campo magnético externo esse elétron estara submetido também a um campo magnético inerente do
nicleo que pode ser somado ou subtraido ao campo externo, ou seja, O Beret experimentado pelo elétron

desemparelhado sera a soma do B com 0 Biocar gerado pelo spin nuclear.
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O acoplamento é chamado de hiperfino para o caso em que o elétron desemparelhado interage com seu

proprio nucleo e super-hiperfino quando a interagdo ocorre com o spin nuclear de nucleos adjacentes. Para o caso de
= 1/2 a linha de RPE sera dividida em duas (Figura 13) e a separacdo dessas linhas corresponde ao valor da
constante de interagdo hiperfina ou super-hiperfina (a). O nimero de linhas dessas interagdes é dado pela multiplicidade
dos estados de spin nuclear (2 | + 1). Experimentalmente mede-se a separagéo entre as linhas dos multipletos
(A = a g’ us'") em unidades de campo magnético (T). Esse valor pode ser positivo ou negativo sendo que, para os
objetivos desse trabalho, sera considerado apenas seu valor absoluto. E comum, também, encontrar a constante de
acoplamento hiperfino ou super-hiperfino em unidades de cm' ou MHz. A relacdo entre essas unidades é:
A (mT) / a(cm?) =2141,9497 / g; e a (cm') = 3,33546 105 A (MHz). O valor da constante de acoplamento hiper-fino ou
super-hiperfino depende do grau de interacdo que ocorre entre o(s) elétron(s) desemparelhado(s) e o ndcleo em

questao.

B, B,
B.a,

Figura 3. Niveis de energia e o respectivo espectro de RPE para um sistema com S =1/2 e | = 1/2 (linhas cheias) e

S =1/2 e I =0 (linhas pontilhadas). As setas denominadas k, / e m representam as transi¢cdes permitidas.
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Em alguns casos o elétron desemparelhado pode estar deslocalizado sobre diversos atomos idénticos,
por exemplo complexos metalicos polinucleares e radicais livres organicos. Nesses casos o nimero de linhas sera dado

por: (2 n I+ 1), onde n é o nUmero de nlcleos equivalentes com quem o elétron desemparelhado interage.

1.8. Area sob a linha de ressonancia

A &rea sob a linha de ressonancia serd proporcional a concentracdo da espécie responsavel por essa
linha desde que o espectro tenha sido adquirido em condi¢cdes quantitativas, ou seja, quando ndo houver, por exemplo:
saturacéo do sistema; supressé@o de sinais decorrentes de caracteristicas da propria amostra; ajuste inadequado de
parametros. Porém, a quantificacdo absoluta utilizando técnicas de ressonéncia magnética, em substéncias humicas
raramente € efetuada. O que se faz freqlientemente é uma quantificacdo relativa dos diferentes grupos quimicos (RMN),

ou da espécie paramagnética em relagéo a um padréo (RPE). Esse assunto sera tratado em detalhes no capitulo 6.

2. A ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA (RPE)

2.1. Introducéo

A RPE é um ramo da espectroscopia na qual a radiagéo eletromagnética, normalmente na freqiiéncia de
microondas, & absorvida por moléculas, ions ou atomos possuindo elétrons com spins desemparelhados, que sao
chamados de centros paramagnéticos (Drago, 1992), quando esses s&o submetidos a um campo magnético. A técnica
de RPE baseia-se na existéncia de um momento magnético liquido, ou resultante, de spin associado ao elétron (Parish,
1990). Essa técnica concerne a detecgdo de elétrons desemparelhados e a caracterizagdo de seu ambiente quimico.
Substéancias diamagnéticas, ou seja, aquelas que ndo possuem elétrons desemparelhados, ndo podem ser detectadas

por RPE e, portanto, néo interferem nos experimentos envolvendo substéancias paramagnéticas.

Com a RPE é possivel analisar-se ndo destrutivamente amostras solidas, liquidas e gasosas. E uma
técnica extremamente sensivel e sob condi¢bes favoraveis o limite de deteccédo para centros paramagnéticos encontra-
se no intervalo de 10" a 10'2 spins g', 0 que equivale a parte por bilhdo. A resolucdo, porém, é perdida quando os
centros paramagnéticos estéo proximos o suficiente para que ocorra significante interacéo dipolar entre eles. Portanto

essa técnica aplica-se, primariamente, na caracterizacdo de espécies magneticamente diluidas (Goodman e Hall, 1994)
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porém, diferentemente da espectroscopia no infravermelho, em RPE a diluicdo de amostras sélidas ndo é obtida pela
simples mistura com um pd “silencioso” (diamagnético) mas sim ha a necessidade da diluicdo dos centros
paramagnéticos em nivel molecular. No caso de solugdes, solventes com alta constante dielétrica (por exemplo agua)
nado sao recomendados pois ocorrem perdas de poténcia da energia aplicada na forma de microondas pela interagéo do
solvente com a componente elétrica dessa, assim como aquecimento e outros problemas (Parisch, 1990). Porém é

possivel a aquisicdo de espectros nessas condi¢des utilizando as celas planas (“flat cells”) ou tubos capilares especiais.

A maioria dos experimentos em RPE é efetuada em uma freqiiéncia ao redor de 9 GHz, que é conhecida
como banda-X de freqliéncia, ou de 35 GHz (banda-Q). Com essas freqliéncias o By de um elétron livre sera de
321,1 mT e 1248,9 mT, respectivamente. Essas frequiéncias foram escolhidas pois ja havia equipamentos que as
utilizavam tais como radares marinhos (9 GHz) e de aeroportos (35 GHz) (Parisch, 1990). Ha, no entanto, experimentos
executados em outras frequéncias de microondas tais como de 1 a 2 GHz (banda-L, B; = 35,7 € 71,4 mT), 3 a 4 GHz
(banda-S, B, =107 e 142,7 mT), 24 GHz (banda-K, B; = 856,4 mT), 50 GHz (bandaV, B, = 1784,1 mT) e 95 GHz (banda-
W, B; = 3389,8 mT). Normalmente os experimentos de RPE séo efetuados a temperatura ambiente, porém, sobre certas
circunstancias, torna-se interessante efetua-los a baixa temperatura utilizando N2 ou mesmo He liquido (77 K e 4,2 K,

respectivamente) para o resfriamento.

As espécies paramagnéticas frequentemente observadas incluem radicais livres orgénicos, complexos
metalicos paramagnéticos e estados tripletos excitados de moléculas diamagnéticas (Bunce, 1987). Para a aquisi¢éo de
um espectro de RPE a amostra é colocada dentro de uma cavidade ressonante cujas dimensdes sao ajustadas a
freqliéncia de microondas utilizada e, logo, € impossivel variar essa freqliiéncia sem variar as dimensdes da cavidade.
Assim, por questOes praticas, € mais conveniente submeter a amostra a radiacdo de microondas com freqiiéncia fixa e
conhecida e variar B (Parisch, 1990). Isso provoca a variacao de AE até que a condicdo de ressonancia , dada pela

Eq. (3), seja atingida e ocorra a transicao de spin com a absor¢éo de energia que é detectada pelo equipamento.

Geralmente os espectros de RPE s&o adquiridos na forma de primeira derivada do espectro de absorg¢éo
(Figura 13b). A resolugdo pode ser melhorada pela aquisicdo do espectro em segunda derivada (Parisch, 1990),
entretanto a relagéo sinal-ruido em espectroscopia diminui geometricamente com sucessivas derivagdes (Starsinic et

al., 1984).
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2.2. O fator-g

O momento angular orbital do elétron é caracterizado pelo nUmero quéantico secundario (representado por
/), que especifica 0 seu modulo, e pelo nUmero quéantico magnético (m), que especifica a sua orientagdo com respeito a
um dado eixo z. Os valores de /variamdeOan—-1(s, p, d, f, g,...), sendo n 0 nimero quantico principal, e m; varia de —/
a +/. A soma dos m; de todos os elétrons em orbitais incompletos fornece o momento angular orbital total que é
representado por L (S, P, D, F, G...) e o estado desse atomo pode ser representado por 25+))[, onde o subscrito a

esquerda é a multiplicidade de spin (se¢é@o 2.2.2.4). A seguir sé@o dados alguns exemplos de configuragcdes:

Va+ Fed+, Mn2+ Cu2+
d,L=2¢D) as, L =0(°S) @&, L=2¢D)

1 L ot ottt

+2 +1 0 -1 -2 +2 +1 0 -1 -2 +2 +1 0 -1 -2

O acoplamento spin-6rbita fornece um mecanismo com o qual o momento angular orbital pode ser
adicionado, ou misturado, ao momento angular de spin (Goodman e Hall, 1994). Quando ha significativa contribuicao
desse momento angular orbital ao momento magnético total do elétron desemparelhado o valor de g pode desviar

significativamente do ge.

Desvios do valor-g do ge (g — ge = Ag) podem ser explicados com a seguinte analogia: campos cristalinos
removem a degenerescéncia dos orbitais d dos metais de transicdo,! ou seja, quando esses atomos estdo formando
complexos os ligantes provocam distorcoes dos orbitais alterando a energia desses. Com essa remocao da
degenerescéncia o elétron desemparelhado ndo ter4 acesso indiscriminado a esses orbitais, tendo uma maior
densidade no orbital de menor energia. Entretanto, a mistura do estado fundamental com estados excitados é possivel e
essa transi¢cao pode ser pictoricamente compreendida como um movimento do elétron desemparelhado entre orbitais

“vizinhos”. Por exemplo, transi¢cbes dxé/f2 < dxy € d2 < dyz, gerando um Bicar paralelo e outro perpendicular ao B,

respectivamente (regra da mao direita), o que alteraria o valor-g desse elétron. A magnitude de Ag é inversamente

1 Esses orbitais sdo designados dyy, dv;, d72 dyz, € dx®? sendo o orbital d-2 coincidente com o eixo z, di?2 coincidente com 0s €ixos X, y € dxy, xz, dyz

coincidentes com a bissetriz dos eixos indicados pelos subscritos.
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proporcional a separagdo energética entre esses orbitais, pois grandes diferencas energéticas entre os orbitais

dificultam o movimento eletrénico hipotético.

A forma geral para o valor-g obtido é dada por:

g=ge—nAAET? (Equagéo 6)

onde n é o coeficiente de mistura entre os orbitais envolvidos, e é obtido do chamado “pentagono magico” (Figura 14), A
€ a constante de acoplamento spin-Orbita para o atomo livre e que sera positiva para atomos com menos de cinco
elétrons d e negativa para mais de cinco elétrons d. O valor absoluto de A depende do estado de oxidacao do atomo
mas aumenta rapidamente com o aumento do numero atémico, e AE é a separacdo em energia desses orbitais que

pode ser obtida de espectros eletronicos (Parish, 1990).

z
6 6
2
XZ yz
2 2
2 2
2.2
Xy 3 Xy

Figura 4. “Pentagono magico” utilizado para a obtengao do coeficiente de mistura (nUmero nas setas) dos pares de

orbitais d.

Devido ao fato de A aumentar e AE diminuir com o aumento do niumero atémico observa-se que radicais
livres orgénicos apresentam valores de g proximos ao ge, enquanto que metais de transicdo podem apresentar grandes

deslocamentos do valor-g em relagcéo ao ge.
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Utilizando a constante de acoplamento spin-6rbita e a AE obtida de espectros eletrénicos dificiimente se
consegue reproduzir os valores de g experimentais obtidos dos espectros de RPE. Para ajustar esses valores

experimentais modifica-se a Eq. (6) para:

g=0ge—knAAE7 (Equacgéo 7)

onde o fator k € sempre menor do que um e inversamente relacionado ao carater covalente das ligagbes do complexo.
Esse carater covalente deslocaliza o elétron desemparelhado na dire¢éo dos ligantes reduzindo assim sua contribuicao

orbital ao momento magnético total com consequiente reducdo de Ag.

2.3. Anisotropia do fator-g e sistemas rigidos nédo orientados

Em sistemas quimicos o elétron desemparelhado ocupa um orbital que pode ser mais ou menos
localizado em um atomo simples ou pode ser grandemente deslocalizado na molécula ou radical. O fator-g reflete a
natureza desse orbital inclusive sua simetria. Caso o radical em questdo possua uma simetria esférica ou cubica apenas
um valor de g sera obtido, independente da orientacdo desse radical em relagdo ao campo magnético externo
(isotropia). Porém para radicais de menor simetria o fator-g pode variar de acordo com a orientacdo do orbital contendo

o elétron desemparelhado em relagéo ao campo magnético externo (anisotropia).

Ao analisar-se um mono-cristal, com anisotropia em g, o valor medido desse parametro sera dependente
da orientacdo dos eixos desse mono-cristal em relagéo ao B, portanto, trés valores caracteristicos, gx, gy € gz, podem
ser obtidos e esses valores fornecem informagdes a respeito dos eixos principais de simetria do orbital contendo o
elétron desemparelhado. No caso de simetria axial, g« = gy € ambos séo designados por g., e g € designado gr

(Goodman e Hall, 1994).

Por outro lado, quando o movimento de rotagdo aleatério dos atomos ou moléculas atinge taxas
consideravelmente maiores do que a frequiéncia de operacéo do espectrémetro, qualquer anisotropia se anula durante o
tempo requerido para excitar-se o sistema. Sendo assim, em qualquer instante o conjunto de atomos ou moléculas tera
todas as possiveis orientacdes em relacdo ao campo magnético externo e o espectro resultante serd “aparentemente”
isotropico e tera apenas um fator-g. E interessante ressaltar que a freqliéncia de operagdo dos espectrémetros de RPE

€ na faixa das microondas (GHz) de tal sorte que para a anisotropia ser nula a taxa desse movimento rotacional, dada
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pelo inverso do tempo de correlagéo, deve ser muito elevada. Com isso macromoléculas, ou mesmo ions em meios
viscosos, podem apresentar espectros de RPE com anisotropia em sistemas liquidos. Essa caracteristica pode ser

utilizada em estudos dinamicos nos quais se avalia o tempo de correlagdo da amostra ou de grupamentos quimicos.

Em sistemas rigidos néo orientados, tais como amostras solidas na forma de p6 e solu¢des congeladas,
todas as possiveis orientagbes ocorrerdo aleatoriamente, mantendo-se, contudo, as posicdes moleculares. Cada
molécula com uma orientagdo particular tem seu préprio fator-g e o espectro resultante € a soma dos espectros

individuais de cada molécula. Para um sistema isotropico apenas um valor de g sera obtido (Figura 15a).

(@) (b) (©)

Figura 5. Espectros de RPE de amostras néo orientadas (p6 ou solugdo congelada); absorcao (superior) e primeira

derivada (inferior) sendo: (a) sistema isotropico; (b) com simetria axial e (c) com simetria rémbica.
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Para o caso da simetria axial, em base puramente estatistica, haverao poucas moléculas com o eixo
principal de simetria paralelo ao campo magnético externo e muitas moléculas com o eixo principal de simetria
perpendicular a ele de modo que a intensidade de absorgdo do sinal correspondente ao g. sera maxima (Parisch,
1990). Assim, em primeira derivada, mede-se 0 g, na posicao onde a linha de ressonancia passa por zero e 0 gyem um
maximo ou minimo, dependendo se ele for maior ou menor que o g., respectivamente (Figura 15b). Ja para um centro

paramagnético com simetria rémbica trés valores de g serdao observados no espectro (Figura 15c).

Freqlientemente, a determinacao dos valores-g diretamente dos espectros é dificil e ha a necessidade de

simular esses espectros com o auxilio de métodos computacionais.

2.4. A separacdo de campo zero (interacéo fina)

No caso em que ions ou moléculas possuam mais de um elétron desemparelhado préximos (S > 1/2)
havera uma interagé@o entre os momentos magnéticos desses elétrons. O campo magnético efetivo experimentado pelos
elétrons desemparelhados serd a soma do campo magnético aplicado com o campo magnético local gerado pelo(s)
spin(s) eletrénico(s) do(s) outro(s) elétron(s) desemparelhado(s). Essa interacdo magnética, que ocorre via acoplamento
spin-6rbita, pode remover a degenerescéncia (provocar a separagdo de energia entre os estados de spin) mesmo na
auséncia de campo magnético externo e essa quebra de degenerescéncia € chamada de separacdo de campo zero (D).
A principio ela é zero para simetria estritamente cubica, porém a separacao de campo zero ocorre na vasta maioria dos
casos (Parish, 1990). Quando D for igual a zero as diferentes transicoes permitidas ocorrerdo em um mesmo valor de

campo magnético externo e apenas uma linha de ressonancia sera obtida (Figura 16a).
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D (+3/2)2- D (+1/2)2=2D
D (+5/2)2 - D (+3/2)2 =4 D

+5/2

-512

+3/2

-3/2

+1/2
-172

Figura 6. Diagramas de energia e respectivos espectros de RPE para sistemas S = 5/2. (a) Em simetria cUbica D = 0;
(b) em simetria menor que a cubica com D <<h ve (c) com D >>h ve E/D =1/3, p. ex.: Fe3+ em sitio rombico. D é a
separacao de campo zero, 0s numeros sob as linhas de ressonancia em (b) sdo as suas intensidades relativas. Cada
par de niveis energéticos formado por + ms € chamado de dubleto de Kramer (spin efetivo de 1/2) sendo indicados em

(c) por Ky, Kz e Ks.
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Porém, quando D for diferente de zero, os niveis energéticos ndo mais serdo degenerados na auséncia
do campo magnético externo (Figura 16b) e essa separacdo em energia serd dada por D S2. Devido a essa separag¢éao
de campo zero as diversas transicoes de ressonancia magnética ndo mais coincidirdo e uma série de linhas sera obtida
(estrutura fina do espectro). A intensidade relativa dessas linhas sera dada por (S + ms + 1) (S - ms) quando D for
pequeno em relagéo a h v visto que todos os niveis serdo populados. Por outro lado quando D for grande em relagcéo a
h v (Figura 16c) as transicbes permitidas serdo aquelas no mesmo dubleto de Kramer que, devido a mistura entre os

diferentes estados de spins, possuem spin efetivo 1/2 (Wickman et al., 1965).

A separacdo de campo zero pode ser anisotrOpica, ou seja, depender da orientacdo, e é
convencionalmente representada por duas constantes independentes, que sdo os pardmetros de campo cristalino E
(distorgdo rémbica) e D (distorgao axial). E comum representar essas constantes como A = E/D cujos valores estio
restritos a A < 1/3, assim, no caso de maxima distor¢cao rémbica o parametro A sera igual a 1/3, para simetria axial E=0

e D% 0, e para simetria cubica D = E =0 (Drago, 1992).

2.5. Espectros de RPE de materiais magneticamente ordenados

A interacdo entre os momentos magnéticos de ions paramagnéticos muito proximos resulta em um forte
acoplamento dipolar. Isso usualmente produz espectros com linhas muito largas, especialmente se houver qualquer néo
homogeneidade no arranjo espacial desses ions. Esse tipo de sinal ndo fornece muitas informacdes a respeito das

caracteristicas fisicas e quimicas da amostra (Goodman e Hall, 1994).

Em substancias humicas a interagdo dipolar entre ions Fed+, principalmente como contaminantes
inorganicos tais como na forma de 6xidos ou hidroxidos, é a principal responsavel pelas linhas largas centradas em
g = 2 freqlientemente observadas em seus espectros, o que dificulta ou mesmo impossibilita a analise desse tipo de

material por RPE.

2.6. Sondas de RPE freqlientemente detectadas em substancias himicas

As espécies paramagnéticas freqlientemente detectadas por RPE em substancias himicas séo: Fe3+,

Mn2+, Cu2+, VO2+ e radicais livres organicos. E ao comparar os parametros obtidos dos espectros de RPE com os da
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literatura € possivel inferir sobre o estado de oxidagédo, a simetria e os ligantes desses ions paramagnéticos dentre
outras informagdes. Essas informacdes podem ser relacionadas com a estabilidade desses complexos e sua
consequente disponibilidade para as plantas e potencialidade de liberacdo no ambiente, assim como avaliar o potencial
oxi-redutor das substancias humicas. Porém, é também possivel, em trabalhos mais elaborados, obter mais
informacdes acerca das ligacdes entre os atomos, sobre a distribuicdo do elétron desemparelhado nas moléculas e a

respeito do ordenamento dos niveis de energia nos compostos paramagnéticos (Mangrich e Vugman, 1988).

2.6.1. Fes+

Na crosta terrestre o ferro € o quarto mais abundante de todos os elementos e o primeiro entre os metais
de transicdo. Em consequéncia disso € encontrado em diversos constituintes do ambiente como argilas, matéria
organica ambiental e em sedimentos organicos e inorganicos em geral, além de seres vivos. O ion Fe3+, cujo is6topo
mais abundante (°6Fe, 91,72% de abundéancia natural) possui / = 0, tem uma configura¢éo 3d° e dependendo do campo
ligante ao qual esta submetido, podera ser S =5/2, S =3/2 e S =1/2. O Fe?+ (3d, S = 2), embora paramagnético, néo é
observado a temperatura ambiente devido ao T2 extremamente curto produzindo linhas muito largas. Mesmo na
temperatura do He liquido (aproximadamente 4 K) a largura da linha de ressonéncia dessa espécie € usualmente de

50 mT (Drago, 1992).

O estado S = 5/2 é o freqiientemente detectado por RPE em substancias humicas e por se tratar de um
estado S (L = 0) ndo ha contribuicdo orbital para 0 momento angular total dos elétrons no estado fundamental, e
enquanto a simetria for alta ndo ocorrera mistura desse com estados excitados resultando que o valor-g esperado sera
aproximadamente o do elétron livre. Porém, devido a ser uma espécie com cinco elétrons desemparelhados a
separacao de campo zero pode tornar-se significativa, o que dependera da simetria do complexo, e com isso temos que
Fe3+ em simetria clbica, por exemplo ions hidratados em complexos de esfera externa, apresentara um sinal isotropico

com g = Ge.

Ja em simetria axial a separagdo de campo zero (D) pode ser muito maior do que a freqiéncia de
operagao do espectrébmetro (D >> h v) resultando em um espectro anisotropico com g; = ge € g. = 6. Esse tipo de sinal,
observado em alguns espectros de substancias humicas (Senesi, 1990), pode ser atribuido a ions de Fes+ ligado a

quatro atomos de nitrogénio no plano equatorial, como no caso de complexos Fe3+-porfirinas. Essa estrutura pode ter
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sua origem na clorofila residual incorporada as substancias humicas, onde o Fe3+ substituiu o ion central de Mg2+ (Filip

et al., 1985), ou sintetizada por microrganismos do préprio solo (Mangrich et al., 1998).

Finalmente, com maxima distorcao rémbica, o espectro resultante apresentara um sinal em g = 4,3 e
outro, de menor intensidade, em g = 8,9 (Figura 16c). O sinal da transicao do dubleto K1 normalmente ndo € observado
a temperatura ambiente devido a baixa populacao de spins nesse dubleto. Linhas de ressonancia com fator-g préximo a
4,3 séo comuns em espectros de RPE de minerais e de complexos organicos de Fed+. Porém, € importante ressaltar
gue isso ndo é devido a uma preferéncia do Fe3+ por ambientes com simetria rombica ou aproximadamente rémbica
(A = 1/3), mas sim devido a alta isotropia da transicao ms(-3/2) = ms(+3/2) nessa condigdo, visto que os trés valores-g
(9% gy e gz) sé@o coincidentes (Figura 16c¢). Muitas outras transi¢des do Fe3+ em sitios com separagédo de campo zero,
porém de maior simetria, apresentam uma alta anisotropia dos seus valores-g e em sistemas ndo orientados produzem

linhas largas, e consequentemente de baixa amplitude (Goodman e Hall, 1994).

Outro aspecto importante em relagéo a esse sinal, freqiientemente observado em espectros de RPE de
substéncias humicas, € que devido a: sua similaridade com os mesmos sinais de Fe3* observados em argilas; sua
resisténcia a tratamentos de hidrélise acida, formacéo de complexos e redugéo; e, como muitas vezes, o tratamento de
amostras de substancias humicas com sais de Fe?+ ndo leva a formacgéo desses centros (McBride, 1978) ndo se pode
excluir a possibilidade dele ser devido aos contaminantes minerais invariavelmente encontrados em substancias

hUmicas.

2.6.2. Mnz2+

Assim como o Fe3+, o Mn2+ também apresenta uma configuracdo 3d5, porém em substéncias humicas
seus complexos normalmente sdo de alta simetria e, consequientemente, a separagéo de campo zero é pequena, sendo
de pouca importancia. Devido a isso os valores-g de seus complexos sdo proximos ao ge. Outra importante diferenca é
que o is6topo %5Mn, cuja abundancia natural & de 100%, possui / = 5/2 resultando em um sexteto cuja constante de
interacao hiperfina (A) varia de 5 a 10 mT (Parisch, 1990). Em complexos com mesmo nimero de coordenagéo o valor
de A aumenta quase que linearmente com o aumento do carater iénico das ligagdes. Por outro lado, em complexos com
ligagbes cujo carater ibnico € similar, os valores de A sdo 5 a 10% menores nos complexos tetraédricos em relagcdo aos

octaédricos (Title, 1963).
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Os valores de A, normalmente obtidos para os complexos de Mn2+ com substancias hiumicas, indicam
coordenacdo a atomos de oxigénio em sitios octaédricos sendo que valores entre 9,3 e 9,6 mT (87 104 e 90 104 cm?)
sdo consistentes com complexos de esfera externa (Lakatos et al., 1977) onde o Mn2+ mantém sua esfera interna de
hidratagcdo, ou seja, o Mn2+ solvatado - [Mn(H20)e]2* - € adsorvido principalmente por atracdo eletrostatica (Senesi,
1990). Ja valores de A entre 8,4 e 8,8 mT (78 10+ e 82 104 cm') indicam complexos em esfera interna sendo que os
grupos funcionais possivelmente envolvidos seriam o carboxilico, as hidroxilas fendlica e alcodlica, a carbonila e a
metoxila (Schnitzer e Khan, 1978). Caso o Mn2+ estivesse coordenado a quatro atomos de nitrogénio (Mn-porfirinas) os
valores de A seriam menores (7,4 mT ou 69 104 cm-') sendo que ndo se conhece relato desse tipo de complexo em

substancias humicas.

Outro aspecto importante da interagéo hiperfina, pouco explorado na analise de substancias humicas por
RPE, é a frequente ocorréncia de algumas linhas adicionais entre as linhas do sexteto. Essas linhas adicionais séo
atribuidas as transi¢des proibidas Ams eletrénico e nuclear igual a + 1. A intensidade dessas linhas adicionais em
relacdo a intensidade das linhas decorrentes das transigcbes permitidas pode ser utilizada na estimativa da separagéo de
campo zero (D) quando D << h v, o mesmo podendo ser feito utilizando a eventual divisdo das linhas do sexteto

permitido, principalmente em campo alto (Abragam e Bleaney, 1986).

A analise da largura das linhas do sexteto dos espectros de Mn2+ também pode fornecer informacdes
interessantes a respeito da dinamica dos seus complexos com substancias humicas, tais como a rapida troca entre os
ions de Mn2+ em solugéo e adsorvidos e eventuais distorcoes da esfera de coordenagdo quando da sua adsorcao

(McBride, 1978).

Em relacdo a métodos de troca ibnica a espectroscopia de RPE tem se mostrada mais sensivel,
conveniente e rapida para a determinacdo das constantes de equilibrio dos complexos de Mn2+ com substancias

hamicas (Senesi, 1990).

2.6.3. VO2+

Os numeros de oxidagao do vanadio sao, +2, +3, +4 e +5 sendo que o Ultimo é diamagnético e o estado
+3, 3d2, embora paramagnético, usualmente ndo é detectado em estruturas octaédricas devido aos curtos tempos de

vida produzindo linhas muito largas na temperatura ambiente. Esse estado normalmente & detectado a

333




aproximadamente 4 K (He liquido) ou em estruturas tetraédricas. Tanto o estado +2 quanto o +4 sao facilmente
detectaveis sendo que o estado +2 é instavel e € facilmente oxidado ao estado +4. Normalmente o V4+ esta sob a forma
do seu oxication mais comum, o ion vanadilo (VO2+), em complexos VOL4 axiais (piramide de base quadrada, sendo o

ligante axial o O do ion vanadilo).

O VO2+ & um sistema d’ com o elétron desemparelhado no orbital dx,, assim as transices eletronicas

possiveis sd0 dxy < dx32 e dxy < 0xz,dyz, € coOMo esse ion possui menos de cinco elétrons d a constante de acoplamento

spin-orbita é positiva (248 cm-'), resultando em fatores-g menores que 0 ge:

g1 =2,0023 - 8 k 248 / AE(dyy - 032); g1 = 2,0023 - 2 k’ 248 / AE(hy - dhz, Olz) (Equacéo 8)

Valores tipicos séo 1,97 > g/> 1,93 € 2,00 > g. > 1,96 (Parish, 1990).

O 51V (99,75% de abundancia natural) possui / = 7/2 e a estrutura hiperfina, com oito linhas, € usualmente
observada. A constante de interacdo hiperfina (A) pode ser anisotropica com A, sendo sempre maior do que A. e
quando estao sob a forma de matéria condensada apresentam espectros com dezesseis linhas, oito correspondentes
ao espectro paralelo e oito ao espectro perpendicular, em amostra sob a forma de p0, solugbes congeladas, materiais
mal cristalizados, ou vidros ndo se distinguem todas as dezesseis linhas porque algumas delas estdo superpostas,

principalmente na parte central do espectro.

Ambos os parametros g e A refletem a natureza dos ligantes do vanadio e ha uma alta correlagao
negativa entre esses parametros. Com o aumento da covaléncia, a energia do estado excitado aumenta e esse
aumento da separagédo entre 0s niveis energéticos dos orbitais d (AE) leva a um aumento do valor g aproximando-o do
Je, além disso, como visto na sec¢éo 2.2.3.2, 0 aumento do carater covalente também reduz Ag. Ao mesmo tempo, com
a ligacdo mais covalente, a deslocalizacdo do elétron desemparelhado reduz a constante de interagéo hiperfina. Os
valores de gs e Ay sé@o utilizados para diagnostico pela maior amplitude de variagcdo em relagdo aos parametros
perpendiculares e em solugdo, onde apenas os valores isotropicos sao obtidos. Nesse caso, os valores de giso
apresentam maiores variages do que Aiso (Parish, 1990). E possivel a comparagédo de dados obtidos em sistemas
rigidos néo orientados com aqueles obtidos em solucao, para isso basta calcular as médias aritméticas dos parametros
anisotropicos, por exemplo: giso = <g>= 1/3 (2 g. + g/), porém, na pratica, pode haver discrepancias de 10 a 20% entre

esse valor médio e o verdadeiro valor isotropico (Parisch, 1990).
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Complexos de VO2+ em substancias humicas normalmente possuem atomos de oxigénio como ligantes
equatoriais e caso esse complexo seja de esfera externa obtém-se valores de A/ ligeiramente superiores a 20 mT
(182 104 cm'). Para complexos em esfera interna esse valor diminui para valores proximos a 18 mT (164 104 cm?), e em
complexos cujos ligantes sejam atomos de nitrogénio, tais como VO-porfirinas, 17,4 mT (158 104 cm?) (Lakatos et al.,
1977; McBride, 1978). Valores intermediarios entre aqueles atribuidos a complexos em esfera interna e externa séo
comuns em substancias humicas. Logo se pode inferir que o VO2+ é coordenado a atomos de oxigénio das substancias
humicas permanecendo, entretanto, parcialmente hidratado. Visto que o valor de A, néo varia em fungéo do grau de
hidratacdo da amostra conclui-se também que ele é fortemente imobilizado (McBride, 1978). Embora haja a
predominancia de relatos de VO2+ coordenado a atomos de oxigénio em substancias humicas a ocorréncia de

coordenacao com atomos de nitrogénio também ja foi relatada (Goodman e Cheshire, 1975; Cheshire et al., 1977).

2.6.4. Cuz+

O Cu2+ (&) normalmente esta coordenado a seis ligantes em sistemas distorcidos com duas ligacoes
mais alongadas que as quatro restantes e com o elétron desemparelhado no orbital d¥/?. Assim as transicoes

eletronicas possiveis sdo dd/f2 < dyy e di¥2 < dxz,dyz, € cOmo esse ion possui mais de cinco elétrons d a constante de

acoplamento spin-orbita & negativa (-830 cm-?), resultando em fatores-g maiores que 0 ge:

g1 =2,0023 + 8 k 830 / AE(d22 - dwy); g1 = 2,0023 + 2 k’ 830 / AE(di22 dz, Olyz) (Equacéo 9)

Valores tipicos séo 2,1 > gs> 2,35 e 2,02 > g. > 2,07 (Parish, 1990). Sendo que, analogamente ao caso
do VO2+, 0 aumento do carater covalente leva a um aumento de AE e diminuicao de k e, consequlientemente, reducéo

de Ag.

O Cu possui dois isétopos com abundéancia natural significativa, 3Cu (69,09%) e 85Cu (30,91%) sendo
gue ambos possuem [/ = 3/2, assim espera-se um quarteto para ambos os is6topos e como 0s momentos magnéticos
nucleares sao similares, as linhas sdo proéximas e nem sempre é possivel distingui-las, principalmente quando elas sao
largas. Novamente a interacao hiperfina pode ser anisotropica sendo que A, é normalmente sete vezes maior do que A.

(Parisch, 1990).
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O efeito dos ligantes na constante de acoplamento hiperfino (A) para o Cu2* nem sempre € de facil
interpretacéo, visto que ha diversos fatores envolvidos (Parisch, 1990) e esse efeito € diferente do discutido para o Mn2+
e VO2+, Isso é devido ao fato que no Cu2+ o elétron desemparelhado esta localizado no orbital di?/2, que faz ligacdo o
com os ligantes. Como os elétrons de ligagdes o tém consideravel carater s, pois estdo em orbitais moleculares ligantes
hibridos, quanto maior a densidade eletronica nesses orbitais moleculares maior sera o valor de A. Logo, para o Cu?+, o

aumento da covaléncia das ligagdes leva a um aumento do valor de A.

O valor-g, diminui com o aumento da intensidade do campo ligante equatorial, assim esse parametro
fornece informagdes a respeito da forca de interacdo e do tipo de atomo coordenado ao Cu2+ no plano equatorial. Em
geral o valor-g; diminui na seguinte ordem: oxigénio > nitrogénio > enxofre. Assim, com o aumento do nuimero de
atomos de nitrogénio, ao invés de oxigénio, coordenados na posigdo equatorial, o valor-g, diminui e, embora menos
regular, uma tendéncia oposta observa-se para o valor de Ay (Figura 17). Para o complexo de Cu2+ hexahidratado

obtém-se g,= 2,422 e Ay=11,9 mT (Boyd et al., 1983).

Eventualmente em complexos de Cu2+ coordenado com atomo(s) de nitrogénio pode-se observar, no sinal
perpendicular do Cu2+, um conjunto de linhas separadas por 1 a 3 mT (Senesi et al, 1985; Martin-Neto et al., 1991).
Esse conjunto de linhas é devido a interacdo super-hiperfina proveniente da interacdo do elétron desemparelhado do
Cu2+ com o nucleo do nitrogénio ligante. O numero de linhas da interacdo super-hiperfina é dado por 2 n | + 1 (se¢éo
2.2.2.5), entdo, por exemplo, para o caso de cinco linhas equidistantes n equivale a dois atomos de nitrogénio

equivalentes.

2.7. Os radicais livres organicos

Os processos de transformagdo da matéria organica no ambiente sdo conectadas com varias reacoes
envolvendo radicais livres e esses podem ser estabilizados em estruturas “spins traps” tais como polifenéis, melaninas e
melanoidinas (Jezierski et al., 1998). Esses radicais livres podem ser detectados em substancias humicas pela
espectroscopia de RPE como um sinal estreito e intenso com g entre 2,0030 e 2,0043. Esse sinal & atribuido a
semiquinonas possivelmente conjugadas a anéis aromaticos (g = 2,0041 para radical 9,10-antraquinona), embora
contribuicdes de radicais metoxibenzénicos, cujo valor-g varia de 2,00352,004 (Blois et al., 1961) e radicais associados
a nitrogénio ndo podem ser excluidas (Senesi e Steelink, 1989; Senesi, 1990). Estruturas aromaticas conjugadas as

semiquinonas causam uma parcial deslocalizacdo do elétron livre do oxigénio da semiquinona para os atomos de
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carbono reduzindo com isso o valor-g (Schnitzer e Skinner, 1969; Riffaldi e Schnitzer, 1972). Entretanto, Cheshire e

McPhail (1996) afirmaram que o0s sinais observados em substéncias humicas ndo se parecem com aqueles de

mondmeros de semiquinonas. Como ndo ha uma atribuicdo consensual para esses radicais preferiu-se referir a eles

apenas como radicais livres organicos.
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Figura 7. Variacdes dos parametros espectroscopicos g, (a) e A, (b) em funcdo do nimero de atomos de nitrogénio

coordenados ao ion Cu2+ no plano equatorial. Dados obtidos da literatura referentes a complexos com substancias

humicas e compostos modelo: Boyd et al. (1983); Senesi et al. (1985); Senesi (1990).
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Geralmente os espectros dos radicais livres organicos de substancias humicas nao apresentam estrutura
hiperfina, principalmente em amostras sélidas, o que torna impossivel qualquer outra descricdo da estrutura quimica
desses radicais, porém alguns autores descreveram sinais com estrutura hiperfina resolvida (Senesi, 1990; Cheshire e

McPhail, 1996).

Provavelmente o sinal dos radicais livres organicos observado em substancias humicas seja devido a
mais de uma espécie paramagnética, sendo uma delas mais transiente e envolvida em reag¢des de 6xido-reducao
(Steelink e Tollin, 1962; Alberts et al., 1974; Senesi e Schnitzer, 1977). Oniki e Takahama (1994) reportaram a presenca
de trés tipos de radicais livres organicos em amostras de acidos humicos e Cheshire e McPhail (1996) observaram pelo
menos duas espécies sendo que uma delas apresentava um sinal alargado e sem estrutura e outra com estrutura bem

resolvida. A proporgéo entre essas duas espécies variou de amostra para amostra.

A largura da linha, medida pico a pico no sinal de primeira derivada, dos radicais livres organicos
detectados em substancias humicas geralmente é de 0,2 a 1 mT, sendo menores em solu¢do do que no estado sélido
(p6) e geralmente aumenta no sentido: huminas < acidos humicos < &acidos falvicos. Essa largura de linha, elevada em
relacdo as de compostos organicos puros, pode ser devida a estrutura hiperfina e super-hiperfina néo resolvida e a sua
grande complexidade, onde um vasto conjunto de radicais livres organicos ligeiramente diferentes coexistiria

apresentando sinais de ressonancia proximos, dando como resultado um envelope de linhas de RPE sobrepostas.

Visto que a &rea sob a curva de absor¢éo de um sinal de RPE é diretamente proporcional ao nimero de
centros paramagnéticos que contribuem para a ressonancia, é relativamente simples obter-se a concentragcéo de spins
de uma amostra comparando-se a area do seu sinal com a de um padréao cuja concentracao de spins seja conhecida.
Porém, medidas absolutas da concentragé@o de spins requer o conhecimento de um grande numero de fatores, todos os
quais séo fontes de erro ou ainda podem variar durante o experimento. Entdo, a concentracdo de spins é usualmente

medida de forma relativa.

A concentracédo desses radicais livres organicos em substancias hiumicas é um importante parametro que
pode ser obtido por RPE (Senesi, 1990). Tal parametro pode ser usado na estimativa do grau de humificacdo das
substancias humicas (Riffaldi e Schnitzer, 1972; Schnitzer e Lévesque, 1979; Senesi, 1990; Martin-Neto et al., 1991;
Barancikova et al., 1997; Jezierski et al., 1998; Jerzykiewicz et al., 1999; Olk et al., 1999); em estudos do impacto de

diferentes sistemas de cultivo do solo (Martin-Neto et al., 1994b); para estimar a reatividade das substancias humicas no
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ambiente (Senesi, 1990; Martin-Neto et al, 1994a; Sposito et al., 1996); assim como no monitoramento ambiental (Drozd

e Jezierski, 1994; Jezierski et al., 1998).

A concentragdo de radicais livres depende de numerosos fatores laboratoriais tais como: pH; irradiacéo;
hidrélise acida; metilacdo; temperatura (Senesi, 1990); adicdo de ions metalicos (Jezierski et al., 2000a,b; Novotny e
Martin-Neto, 2000, 2002) e de fatores ambientais que atuam na sua producéo e estabilizacdo: material de origem; clima
(Martin-Neto et al., 1998); poluicéo (6xidos de enxofre e nitrogénio, metais de transicdo) (Jezierski et al., 1998); pH; e

condicéo redox (Senesi, 1990).

A presenca de metais paramagnéticos adsorvidos nas substancias humicas pode levar a supressao dos
sinais de RPE dos radicais livres orgéanicos (Jezierski et al., 2000a,b; Novotny e Martin-Neto, 2000, 2002) e esse efeito
possivelmente estd associado a mecanismos de relaxa¢do, no qual o metal paramagnético, na proximidade do radical
livre organico, pode induzi-lo a relaxar rapidamente impossibilitando a sua deteccdo ou por uma interacdo
antiferromagnética decorrente da formagéo de ligagbes quimicas entre esses metais e os radicais livres organicos

(Novotny e Martin-Neto, 2000, 2002).

2.8. QOutras técnicas experimentais

Visto que a RPE é uma técnica que permite a deteccdo e andlise semi-quantitativa de metais
paramagnéticos assim como, em certas situagcdes, inferir sobre os ligantes desse metal (Mangrich e Vugman, 1988;
Senesi, 1990; Martin-Neto et al., 1991) pode-se utiliza-la com a finalidade de monitorar os contetdos de metais
paramagnéticos e sitios de ligacao e correlacionar esses dados com os obtidos por outras técnicas, de maneira a inferir
sobre o efeito desses metais nos resultados obtidos por essas técnicas assim como as possiveis estruturas envolvidas

na formacao de complexos desses ions.

Outras técnicas experimentais utilizando RPE envolvem o uso de substancias “spin-trap” e “spin-labels”.
As primeiras “capturam” e estabilizam elétrons desemparelhados formados em reagcdes onde os radicais livres formados
sdo tao efémeros que ndo seriam detectados convencionalmente. As segundas sdo sondas de RPE que sé&o
adicionadas a substancias que néo possuem elétrons desemparelhados ou cujo proprio sinal ndo fornece a informagéo

desejada. Essas sondas de RPE sao radicais livres facilmente detectaveis normalmente com estrutura hiperfina ou
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super-hiperfina sensivel ao ambiente em que estdo expostas. Ferreira et al. (2001) utilizaram essa técnica para o estudo

de possiveis sitios hidrofébicos em acidos humicos.

3. A ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

3.1. Introdugéo

Devido a existéncia de excelentes livros textos abordando os aspectos tedricos da RMN e de se
considerar desnecessario um exaustivo tratamento teérico de aspectos normalmente pouco relevantes para a analise da
matéria orgéanica do solo por RMN, optou-se por um texto mais geral com énfase a experimentos padrao de RMN ao

invés de técnicas mais elaboradas e freqientemente de grande complexidade instrumental.

O experimento basico de RMN consiste expor uma amostra com ndcleos magnéticos (/ = 0) a um campo
magnético estatico (B) e a um campo magnético oscilante (B1), com frequéncia de ressonancia (v.) dada por: v. =y B
(2r7) onde y é a razdo magnetogirica dada por y =gnun 211 (h). Assim, em um equipamento com magneto de 9,4 T os 'H
(y=2,675 108 T-'s') entrardo em ressonancia a cerca de 400 MHz, que é a v nesse campo magnético e o0 modo usual
de descrever-se o0 equipamento (Silverstein et al., 1991), enquanto que os '3C entrardo em ressonancia a cerca de

100 MHz pois seus gn e y sdo aproximadamente quatro vezes menores que os dos H.

O carbono, que evidentemente é de grande importancia para a quimica organica e conseqiientemente em
estudos da matéria organica do solo, possui dois is6topos estaveis, o 12C e o 13C, cujas abundancias naturais sao 98,9 e
1,1%, respectivamente. Desses, somente o 13C possui um momento magnético, assim a espectroscopia de RMN do

carbono limita-se a esse is6topo, uma vez que o spin resultante do '2C é nulo.

Como o momento magnético do 13C é cerca de quatro vezes menor que o do 'H sua sensitividade em
experimentos de RMN é menor. Adicionalmente a isso a sua baixa abundéancia natural torna a detec¢éo do '3C muito

mais dificil, 0 que é expresso pela sua menor receptividade. Essas relacoes sédo dadas por:

Sensitividade = (I + 1) I2 us® B2 (Equacéo 10)

Receptividade =Ny 3 /(1 + 1) (Equacéo 11)
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onde N é a abundancia natural do nuclideo em questdo. Como os 'H apresentam a maior sensitividade e
conseqlientemente a maior receptividade em um mesmo By, ele é freqlentemente usado como referéncia para os
demais nuclideos. Os valores da receptividade e da sensitividade relativas do 13C e de outros nuclideos com | = 1/2 de

interesse para a analise da matéria orgéanica do solo por RMN s&o dados na Tabela 1.

Tabela 1. Propriedades de alguns nuclideos utilizados como sondas na anélise da matéria orgénica do solo por RMN

Isétopo Abundancia natural (%) Sensitividade relativa (igual nimero de nicleos) Receptividade relativa

H 99,9844 1 1

13C 1,108 1,5894 102 1,7613 104

15N 0,365 1,0410 103 3,8004 106

31p 100 6,6334 102 6,6345 102
3.2. Angulo dos pulsos de rf e intervalos de relaxacao

A aplicacdo de um pulso de rf (By), na direcdo do eixo x, a um sistema de spins causa uma deflexdo do
vetor de magnetizagdo resultante (M) do eixoz e induz uma magnetizacao no eixoy (Figura 18). O angulo de deflexao
em radianos (a) desse M em relacdo ao eixoz logo ap6s o pulso é dado por: a = y By {p onde B; € a intensidade da
componente magnética desse pulso e f, a duragdo do pulso. Assim, para uma dada duragdo de pulso, esse angulo
torna-se igual a 900 e propicia maxima magnetizagdo no plano xy. Como a deteccéo é realizada no plano xy tem-se a

maxima intensidade do sinal com o pulso de 900.

Para que nado haja saturacdo do sistema de spins € necessario aguardar um certo periodo de tempo entre
o término de um ciclo de uma sequéncia de pulsos € o inicio do proximo ciclo para que o M “retorne” ao eixoz (relaxagéo
spin-rede — Ty). Esse tempo de espera € chamado de intervalo de relaxagcéo e para pulsos de 90° ele deve ser no

minimo 5T.
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Figura 8. Deflexao do vetor magnetizagéo liquida (M) por um pulso de rf (B7) no sistema girante de coordenadas.

3.3. O deslocamento quimico

Como ja visto na secéo 2.2.2.5, B induz um movimento orbital eletronico que por sua vez gera um Biocai
que € uma importante contribuicdo ao Befetivo (ambos ao longo da dire¢céo z) ao qual o nacleo magnético de interesse
estd submetido. A habilidade do campo magnético aplicado em gerar essa corrente eletronica na molécula, e a
intensidade do Biocas resultante experimentado pelo nicleo, depende de detalhes da estrutura eletrdnica proxima a esse
nacleo. Com isso nlcleos do mesmo elemento, porém em diferentes ambientes quimicos, poderdo apresentar
diferentes freqiiéncias de Larmor (Atkins, 1998) e essas diferengas sdo decorrentes da blindagem do B pelas nuvens

eletrénicas dos orbitais moleculares, assim a condi¢céo de ressonancia € dada por:

hv =AE =gn un(10) B=hv, (Equagéo 12)

sendo que a v é a freqiiéncia com que 0s spins nucleares precessionam ao redor do eixo z quando expostos a um
campo magnético e depende do Beretivo @ que esses spins estdo submetidos. Isso leva a uma freqliéncia de precessao
diferente para cada nucleo com diferente constante de blindagem. Quanto maior 0 Befetivo maior sera a v, assim nucleos

desblindados precessionam a frequiéncias maiores do que nucleos blindados.
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Visto que as diferencas nas razdes giromagnéticas y dos diferentes nuclideos séo muito maiores do que
os efeitos derivados de o, assim sendo, exceto em campos baixos (menores que 1 T), ndo ha problemas na distingéo
dos sinais de diferentes nuclideos, isso &, os sinais do 13C e do >N por exemplo, nunca seréo confundidos. Na pratica
as diferencas s@o tdo grandes que se torna necessario diferentes arranjos instrumentais para estudar diferentes

nuclideos (Drago, 1992).

E comum as freqiiéncias de ressonancia serem expressas em termos de uma quantidade empirica
chamada de deslocamento quimico (J) que é obtida pela diferenga entre as frequiéncias de ressonancia do nucleo em

guestdo (v) e de um padrdo usado como referéncia (vo):

O =(v-vo) vo' 106 (Equacéo 13)

O uso do termo “ppm”, em referéncia a 106, apds o valor de d é desnecessario, porém freqlente.

Exemplos de padrdes utilizados sdo para o 'H a freqiiéncia de ressonancia do 'H do tetrametilsilano —
Si(CHa)4, para o 13C ¢é a freqiiéncia de ressonancia do 3C do mesmo composto e do 3P a ressonéancia do 3'P em
solucdo 85% de HsPO4, a vantagem do uso do 6 é que essa escala é independente do campo magnético aplicado

(Atkins, 1998).

3.4. Desacoplamento

Os spins nucleares dos diferentes nucleos magnéticos em uma molécula podem interagir entre si via
acoplamento escalar, que é mediado pela densidade eletrébnica na molécula, ou via acoplamento dipolar através do
espaco que ndo envolve a densidade eletrdnica mas depende da orientacdo relativa ao B do vetor que une os dois

nucleos em interacéo e da distancia entre eles.

O acoplamento escalar spin-spin nuclear leva ao desdobramento das linhas espectrais em multipletos,
sendo que o numero de linhas € dado pelo nimero de nlcleos magnéticos com os quais ocorre 0 acoplamento
(2n 1+ 1). Aseparacao entre essas linhas é chamada de constante de acoplamento spin-spin (J). Assim, por exemplo, 0

sinal de '8CRMN de um grupo metila (CHs) sera um quarteto.
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As constantes de acoplamento J e o acoplamento dipolar podem fornecer diversas informacdes a respeito
da amostra em estudo, porém ha situacdes em que o espectro obtido é extremamente complexo e de dificil
interpretacdo, ou alargado, perdendo-se resolucédo. Nesses casos, torna-se conveniente o desacoplamento dos 'H de

modo que cada nucleo de 13C quimicamente diferente dé origem a um sinal simples ao invés de multipletos.

O desacoplamento envolve a aplicagcdo de um campo de rf adicional (Bz) na frequéncia de ressonancia do
spin cuja influéncia deseja-se remover. Esse B» faz com que a componente z desses spins oscile rapidamente
comparado a interagéo spin-spin. Com isso, o tempo médio de permanéncia do nlcleo que esta sendo irradiado em
cada estado de spin sera tdo curto que apenas o efeito médio dos estados de spin sera efetivo e como resultado
ocorrera uma simplificacdo do espectro pela eliminagdo dos multipletos e estreitamento dos sinais (Gil e Geraldes,

1987).

3.5. Anisotropia do deslocamento quimico

Em solucdo um carbono (C) quimicamente distinto geralmente apresenta uma linha simples de
ressonancia quando os 'H estdo desacoplados. A freqiiéncia de ressonancia, ou deslocamento quimico, de uma linha
simples é relacionada a distribuicao eletrénica ao redor do nucleo responsavel pelo sinal de RMN. Freqlientemente essa
distribuicéo (ou blindagem) eletrénica ao redor do nucleo ndo é simétrica, mas devido a rapida rotagcédo molecular que
ocorre em solugéo essa anisotropia é anulada. No estado solido, por outro lado, geralmente ndo ha essa alta mobilidade
e o tensor deslocamento quimico descreve a magnitude e direcao da blindagem eletrénica. Logo, em sistemas com
menor simetria, as diferentes orientacdes dos vetores, em relacdo as linhas de forca do campo magnético aplicado,
resultam em diferentes deslocamentos quimicos observaveis. Quando se tem uma amostra na forma de p6 todas as

orientacdes possiveis coexistem resultando em um padréo de distribuicao aleatoéria (“powder pattern”).

Para o deslocamento quimico o termo (3/2 sen?6) multiplica o tensor isotropico enquanto (3 cos?6-1)
multiplica as demais componentes desse tensor, sendo 6 o angulo formado entre as linhas de forca do B e o eixo
principal do tensor. Se 6 for igual a 54,7° (dngulo magico) cos?6 = 1/3 e sen?6 = 2/3 e apenas a componente isotropica
sera observada e o sélido se comportaria como se estivesse em solugéo. A rapida rotacdo macroscopica da amostra a
volta de um eixo orienta, em média, qualquer vetor internuclear paralelamente a esse eixo de rotacao, logo, girando-se a
amostra rapidamente ao redor do angulo magico, obtém-se que a orientagdo média dos vetores internucleares fara um

angulo de 54,79 com as linhas de for¢ca do B de forma que o termo anisotropico da interagdo dipolar sera nulo (Gil e
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Geraldes, 1987). A taxa de rotagéo deve ser maior do que a anisotropia do deslocamento quimico, caso contrario o sinal
isotropico ir4d desdobrar-se em bandas laterais espacadas a freqiéncia de rotacdo. Como a anisotropia do
deslocamento quimico depende da intensidade do B utilizado quanto maior for esse maior devera ser a velocidade de
rotacéo, por exemplo: em um campo magnético de 1,4 T (15,1 MHz para o '3C) uma anisotropia do deslocamento
quimico de 170 ppm corresponde a um pouco mais do que 2500 Hz, assim uma taxa de rotacdo de 2,6 kHz seria
suficiente para obter-se um espectro livre de bandas laterais; ja em um magneto de 4,7 T (50,3 MHz para o 3C) a taxa

de rotagéo deveria ser de no minimo 8,6 kHz.

Existem seqléncias de pulsos que podem ser utilizadas para eliminar as bandas laterais tal como a TOSS

(TOtal Suppression of Side-bands).

A rotacédo segundo o angulo magico também minimiza a interacdo dipolar, pois as interagdes dipolares
também sé&o proporcionais a (7-3 cos26), onde 6 é o angulo formado entre o vetor internuclear dos nucleos em interagéo
e a direcdo das linhas de for¢a do B, e da mesma forma que para a anisotropia do desvio quimico, se cos?6 for igual a
1/3 (6 = 54,79), as interacdes dipolares seréo igualadas a zero. Na pratica, a taxa de rotacdo deveria ser superior a taxa
de relaxagéo spin-spin (1/T2), ou seja, para remover as interacoes 'H'H ou '3C'H a taxa de rotacdo deveria ser em torno

de 60 kHz o que néo é factivel rotineiramente sendo entdo necessario o desacoplamento dos H.

3.6. A transferéncia de polarizagéo

Como ja visto em 2.2.4.1 nicleos de 'H e 3C submetidos ao mesmo campo magnético precessionam a
diferentes frequéncias (frequéncias de Larmor), porém, utilizando diferentes campos de rf (Bs) para cada nucleo, é
possivel atingir uma situacdo em que ambos precessionem a mesma freqliéncia nos seus respectivos sistemas girantes
de coordenadas. Essa situacdo é chamada de condicdo de Hartmann-Hahn onde os nlcleos estardo em contato
térmico podendo ocorrer transferéncia de energia entre eles, visto que eles se comportam como nucleos idénticos. Nos
experimentos com polarizacdo cruzada (CP-“cross polarization”) ajusta-se uma situacdo em que os nucleos abundantes
(p. ex.: TH) estejam em uma situacdo de nédo equilibrio com uma temperatura de spins da ordem de mK, necessitando
transferir energia para os nucleos raros (p. ex.: '3C) com o0s quais eles estdo em contato. Com isso ganha-se
intensidade do sinal do nucleo raro de até ya/yn, onde ya é a razdo magnetogirica do nucleo abundante e y» a do raro.

No caso do par 'H — 13C o ganho é de aproximadamente quatro. Adicionalmente, o tempo de repeticdo dos
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experimentos torna-se dependente do tempo de relaxagdo longitudinal (77) do nucleo abundante, que no caso do 'H é

freqlientemente menor que do 3C, e logo o tempo total de experimento é drasticamente reduzido.

O processo de transferéncia de polarizagéo leva um certo tempo caracteristico que depende de diversos

fatores, tais como movimentos moleculares e distancia entre os nlcleos de 3C e 'H em interagéo, esse tempo é

chamado de tempo de polarizagéo cruzada (TcH), € por outro lado, a magnetizagdo dos 'H, que sera transferida para os
13C, nao é constante durante o tempo de contato, mas sim diminui exponencialmente a uma taxa dada pelo tempo de
relaxacdo spin-rede dos 'H no sistema de coordenadas girantes (T7p). Logo, a magnetizagéo resultante dos 3C é

resultado de uma combinacgéo desses dois processos que ocorrem simultaneamente: a diminuicdo da magnetizagéo dos

'H devida a relaxacgéo (T1p) € a transferéncia de magnetiza¢do para os nacleos de '3C (Figura 19a).

Para que ocorra uma polarizagéo cruzada eficiente, Tcn precisa ser muito menor do que Ti, e, para que
0S espectros sejam quantitativos, os diferentes grupos quimicos devem possuir valores de Tcy € T1p semelhantes.
Normalmente o processo de difusédo de spin que ocorre entre os nucleos de 'H homogeneiza os valores de Tip, porém

iSs0 ndo ocorre para substéncias humicas (Figura 19b). Valores tipicos de tempo de contato para substéncias humicas

ficam ao redor de 1 ms (Hagaman et al., 1986; Wilson, 1987; Frind et al., 1994; Preston, 1996).
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Figura 9. (a) Cinética da polarizagéo cruzada. (b) Dados experimentais de uma amostra de acidos humicos. Alquila

corresponde a regido espectral de 0 - 45 ppm e carboxila de 158186 ppm.
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A presenca de ions paramagnéticos afeta principalmente Tip, reduzindo-o, e esse efeito € maior para os
grupos quimicos mais proximos ao ion paramagnético. Isso pode levar a uma subestimativa desses grupos, mas, por
outro lado, possibilita a identificacdo dos grupos quimicos envolvidos na formagao dos complexos desses ions (Pfeffer

et al., 1984; Preston et al., 1984, 1989b; Smernik e Oades, 1999, 2000).

Visando o aumento da sensibilidade e resolu¢do dos espectros, utilizam-se campos magnéticos cada vez
mais intensos e isso leva a necessidade de girar a amostra a maiores velocidades porém, quando a velocidade do rotor
€ comparavel a interacédo dipolar o acoplamento de Hartmann-Hahn é dividido em uma série de picos separados pela
freqiiéncia de rotacdo. A intensidade do sinal obtida com a polarizagéo cruzada no maximo desses picos &€ comparavel
aquela obtida sob condicdes estéaticas, porém no intervalo entre os picos a intensidade obtida pode até ser nula. Logo,
torna-se muito dificil ajustar corretamente as amplitudes dos By para o perfeito acoplamento de Hartmann-Hahn. Como
as interagdes dipolares variam entre os diferentes grupos quimicos que se pretende quantificar, devido as diferencas no
acoplamento 3C'H e de mobilidade molecular, o efeito da rotacdo acaba sendo seletivo para os grupos com menor

interacao dipolar tais como aqueles com maior mobilidade e/ou n&o protonados (Peersen et al., 1993).

Uma alternativa para minimizar isso € variar a amplitude do By do 'H ou do '3C durante o tempo de
contato da polarizagéo cruzada (Figura 10). Dessa forma o By apresenta um gradiente capaz de abranger as diferentes
condi¢des de Hartmann-Hahn existentes na amostra. Essa técnica é chamada de polarizagdo cruzada com amplitude

variavel ou “Variable Amplitude Cross-Polarization” (VACP).

Na Figura 11 pode-se observar as diferengas entre os espectros obtidos com 3C CPMAS NMR e

3C VACPMAS NMR.
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Figura 10. Esquema comparativo do B para a sequéncia de polarizacdo cruzada (a) e da polarizagéo cruzada com

amplitude variavel (b).
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Figura 11. Espectros de 3C-RMN no estado solido adquiridos com as seqiiéncias de pulsos '3C CPMAS NMR e

13C VACPMAS NMR a diferentes taxas de rotagéo (MAS). Amostra de acidos humicos extraidos de solo.
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3.7. Aplicacdo da RMN para a analise da matéria organica do solo

A primeira observacéo do fendmeno de RMN ocorreu em 1945 (Glnther, 1995), desde entéo essa técnica
tem mostrado um tremendo desenvolvimento. Apos o primeiro experimento em que RMN mostrou-se capaz de ser
sensivel as estruturas quimicas, ela tornou-se uma das principais técnicas na determinacdes de estrutura de moléculas
organicas, bioldgicas e de materiais. A RMN ainda ndo tem sido amplamente utilizada na ciéncia do solo provavelmente
devido a complexa e heterogénea estrutura fisica e quimica desse, apesar disso, em virtude da habilidade da RMN em
resolver a estrutura microscdpica e macroscopica da matéria orgénica, inorganica e bioldgica, é muito provavel que
também na ciéncia do solo a RMN possa trazer, e ja& vem trazendo, valiosas informacdes que levem a melhor

compreensao da estrutura quimica do solo e dos processos que nele ocorrem (Veeman, 1997).

As primeiras tentativas de uso da espectroscopia de RMN para a caracterizacdo estrutural das
substancias humicas foram reportadas por Barton e Schnitzer (1963) e Neyroud e Schnitzer (1972). GonzalezVila et al.
(1976) usaram a espectroscopia de 3C RMN para estudar as caracteristicas estruturais de acidos humicos extraidos de
solos. Espectros de 3C CPMAS NMR de solo inteiro tem sido reportado por Wilson et al. (1981) e desde entdo a RMN
no estado soélido tem sido a técnica mais utilizada para estudos estruturais da matéria orgéanica ambiental (Newman et
al., 1980; Newman e Tate, 1984; Wilson, 1987, 1990; Preston, 1996; Olk et al., 1995; Schmidt et al., 1997; Hu et al,,

2000).

Quando disponivel, a técnica de RMN tem virtualmente substituido a espectroscopia no infravermelho.
Porém, cientistas do solo e espectroscopistas tém diferentes expectativas em relagdo a RMN. Apés anos de
investigagdo quimica, tem-se aceito que a matéria organica ambiental pode apresentar quase todo arranjo quimico
possivel, por isso alguns cientistas do solo ja estdo satisfeitos se um espectro de RMN fornecer-lhes informagcdes semi-
quantitativas de grupos arométicos, alifaticos e carboxilicos. Por outro lado, poucos espectroscopistas sentem-se
atraidos por esses resultados e podem se desinteressar pelo estudo desses materiais. Para a obtengéo de resultados
mais interessantes para ambas as partes, um dialogo necessita ser estabelecido. Esse dialogo € essencial, pois até os
ajustes padrdes para a aquisicéo de espectros de RMN da matéria organica ambiental sdo controversos (Dudley e Fyfe,
1982; Preston e Blackwell, 1985; Friind e Lidemann, 1989; Kinchesh et al., 1995; Conte et al., 1997; Hemminga e

Buurman, 1997; Smernik e Oades, 2000).

A técnica de 3C CPMAS NMR s6 pode ser aplicada a amostras solidas. Essa técnica apresenta a

vantagem de poder ser utilizada para a analise da matéria organica sem a necessidade de extrai-la do solo, nesse caso

€ assumido que o espectro obtido representa a totalidade da matéria organica como ela ocorre no solo, porém
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espectros desse tipo sédo significativamente diferentes daqueles da matéria organica extraida, especialmente pelo
alargamento das linhas e grande redugéo da relagao sinal/ruido devido a presenca de grandes quantidades de ions
paramagnéticos (especialmente Fe3+ e Mn2+) nas amostras intactas. Consequientemente, uma grande parte da matéria
organica do solo pode ser “obscurecida” por ions paramagnéticos, e a fracdo obscurecida pode ser exatamente a
matéria organica ligada aos ions paramagnéticos (Hemminga e Buurman, 1997), ou seja ser exatamente a fracdo mais

reativa dessa matéria organica.

Outro problema semelhante seria que em complexos organominerais parte da matéria organica pode nao
ser detectada por RMN e essa fragédo “invisivel” pode ser a matéria organica mais humificada ligada a fracao argila do
solo (Hemminga e Buurman, 1997). Novamente essa fracdo ndo detectavel tem uma grande importéncia agronémica e
ambiental. Esses problemas podem ser minimizados pelo pré-tratamentos das amostras de solo com ditionito para
remocgédo do Fe3+ por redugédo, o que nem sempre é eficiente (Preston et al., 1994). Mas uma combinacgéo de reducao
por ditionito seguido por troca com SnCl2 pode ser suficiente (Arshad et al., 1988) e no caso de complexos
organominerais uma possivel solu¢cdo seria a remocdo dos silicatos por acido fluoridrico, o que tem se mostrado
eficiente também para a remocgéo dos Oxidos de ferro (Dai e Johnson, 1999). Porém, esses tratamentos devem ser

efetuados com cautela, pois pode haver importantes alteragées quimicas da matéria orgénica do solo.

3.8. Interpretagéo dos espectros de '3C-RMN das substéancias humicas

Provavelmente ndo se elucide a “estrutura” das substancias humicas por RMN, mesmo porque
atualmente ndo se acredite em uma estrutura Unica para esses compostos (Piccolo, 2000, 2001). Porém, a
espectroscopia de 3C RMN pode ser utilizada para caracterizar a matéria organica do solo e acompanhar a sua
decomposicao visto que os diversos compostos que dela fazem parte possuem diferentes taxas de mineralizagéo e

alguns compostos sintetizados pelos microorganismos do solo também podem ser detectados por 13C RMN.

A caracterizagdo das substancias humicas em termos da sua aromaticidade, definida como a
porcentagem da area do espectro de '3C RMN na regido dos grupos aromaticos (110-145 ou 110-160 ppm) em relagao
a area total do espectro, excetuando-se as areas do C carboxilico e carbonilico, (Hatcher et al., 1981) e relacionando
esse valor com o grau de humificagcdo das substancias humicas, como é comum na literatura (Inbar et al., 1989;
Barancikova et al., 1997), pode nédo ser adequado visto que materiais ndo decompostos, tais como lignina e tanino,

apresentam grupos aromaticos. Além disso, durante os processos de transformac@o da matéria orgénica do solo a
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razao entre as areas atribuidas aos grupos aromaticos oxigenados em relacao aos aromaticos diminui (Guggenberger et
al., 1994), e grupos recalcitrantes ou de sintese microbiana, que se acumulam durante a decomposicdo da matéria
organica do solo, tais como C alquila, contribuem para a regiéo alifatica do espectro de '3C RMN. Logo, é possivel ter

um material pouco humificado, porém com alta aromaticidade.

Portanto, faz-se necessario conhecer as transformagdes ocorridas com a matéria organica do solo
durante o processo de humificagéo antes da interpretacéo dos resultados analiticos. Ao saber-se quais as porcoes da
matéria organica do solo que sdo mais labeis e quais sdo mais resistentes ou acumulam-se durante a humificagéo,
relacoes entre essas diferentes por¢des podem ser obtidas, tornando a interpretacéo dos resultados de 3C RMN mais
compreensivel. Nesse texto, humificagcdo é entendida como a degradacdo de compostos labeis e acimulo de material
quimicamente recalcitrante, logo, aquele material que é preservado no solo por protecdo fisica ndo é considerado
humificado. A seguir sera apresentada uma breve reviséo bibliografica a respeito das alteragbes sofridas pela matéria

orgénica durante o processo de humificacéo.

Durante o processo de degradagé@o oxidativa da lignina observa-se uma diminuicdo na intensidade dos
sinais atribuidos a grupos aromaticos oxigenados (145-160 ppm) e metoxilicos (50-62 ppm) (Guggenberger et al., 1994).
A degradacao dos anéis aromaticos da lignina leva a diminuicdo do contetdo dos grupos aromaticos oxigenados e do
pico atribuido a grupos arométicos desse material (112-120 ppm), com a concomitante conversao dos picos aroméaticos
a um pico simples e largo em 132 ppm atribuidos a C aromaticos Csubstituidos (Preston, 1996). KégelKnabner et al.
(1991) afirmaram nao ser conhecida uma via metabdlica que leve a perda de oxigénio de grupos aromaticos, logo, o
aumento de anéis aroméaticos Csubstituidos encontrados em estruturas aromaticas recalcitrantes devem ter uma origem

diferente da lignina (Guggenberger et al., 1994).

Outra regido do espectro de 3C CPMAS NMR que apresenta diminuicdo de intensidade durante o
processo de humificacdo € aquela atribuida a grupos alifaticos oxigenados (50-110 ppm) (Senesi et al., 1996;
KdégelKnabner et al., 1991; Guggenberger et al., 1994; Preston, 1996) visto que nessa regido ocorrem 0s sinais
atribuidos a compostos de facil degradagédo microbiana, tais como aminoéacidos (53 ppm), metoxila da lignina (58 ppm)
(Catroux e Schnitzer, 1987) e carboidratos da celulose e hemicelulose (picos a 64, 74, 85 e 105 ppm) (Guggenberger et

al., 1994).
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A degradacdo microbiana da matéria organica do solo leva ao acumulo de estruturas parafinicas (C
alquila — 0-50 ppm), quer seja aquela de origem vegetal (cutina e suberina) que sao resistentes a degradacéo

microbiana (Baldock et al., 1992; Preston, 1996) ou aquela da neo-sintese microbiana (Baldock et al., 1990).

Quanto ao aspecto geral dos espectros de 3CRMN, em fungédo do aumento da humificagdo, observa-se
um alargamento dos picos de ressonancia com perda de resolucao devido a alta complexidade estrutural (Preston et al.,
1994). O pico atribuido ao C alquila de cadeia longa (30 ppm), de origem vegetal e microbiana, diminui de intensidade e
mostra-se alargado. Ja a modificacdo dos anéis aromaticos da lignina se caracteriza por uma diminuigcdo dos grupos
aromaticos oxigenados e aromaticos (112-120 ppm), resultando que toda a regi@o atribuida a grupos aromaticos passa

a ter um pico simples e alargado em 132 ppm (Preston, 1996).

Logo, de maneira geral, a regido alifatica oxigenada (50-110 ppm) da matéria organica do solo é labil pois
nessa regido do espectro de '3C RMN ha contribuicbes importantes de carboidratos da celulose (Oalquila e diOalquila —
62-112 ppm), material protéico e lignina (metoxila e/ou C protéico — 50-62 ppm). Na regido dos aromaticos, por sua vez,
0s sinais na regiao de 145-160 ppm (fendlico) e 112-124 ppm (aromatico) podem ser considerados como grupos labeis
ou pouco decompostos pois ambos podem ser atribuidos a lignina. Por outro lado, os sinais atribuidos a CH alifatico
(0-50 ppm) e a regido alargada entre 124 e 145 ppm, atribuida a C aromatico alterado, podem ser consideradas como

estruturas recalcitrantes ou de materiais decompostos.

3.9. A técnica de 13C CPMAS NMR com desacoplamento defasado

Técnicas que simplifiquem os espectros de RMN sao importantes na analise de moléculas complexas. Na
técnica de desacoplamento defasado (DD) acrescenta-se na sequéncia de pulsos de CPMAS convencional um periodo
em que o desacoplador fica desligado de forma a provocar um alargamento seletivo, por interacéo dipolar, dos sinais de

C que possuem forte acoplamento dipolar com o 'H.

A interacao dipolar é inversamente proporcional a 3, onde r é a distancia internuclear. Assim, C ligados
diretamente a 'H (r = 0,11 nm) apresentam acoplamento muito maior do que C com H somente na vizinhanca
(r> 0,2 nm) e essa diferenca pode ser utilizada para diferenciar esses C. Entretanto, movimentos moleculares podem
reduzir a intensidade do acoplamento dipolar e grupos com rapida rotacao intramolecular, tais como CHs, podem néo ter

seus sinais alargados (Opella et al., 1979). Assim, a técnica de DD suprime seletivamente sinais de C protonados em
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estruturas com menor mobilidade. Esse tempo de espera com o desacoplador desligado pode ser variado, normalmente

entre 20 e 120 s, visando otimizar os sinais de interesse.

Adicionalmente, a técnica de 13C CPMAS NMR apresenta limitagdes na analise quantitativa dos espectros
devido as variagdes na eficiéncia de polarizagdo entre os C em diferentes ambientes quimicos (Preston, 1996). Logo, o
grau de aromaticidade medido por 3CRMN, da forma freqlientemente utilizada na literatura, pode estar sendo
subestimada por ndo detectar corretamente os C aromaticos em estruturas condensadas. A técnica de DD, por sua vez,
privilegia C ndo protonados e moveis (Opella et al., 1979), assim os C com acoplamento dipolar fraco, tais como
aqueles nao protonados de estruturas aromaticas condensadas, séo facilmente detectados por essa técnica (Colnago et
al., 1997; Saab et al., 1999) e esses dados podem ser utilizados para estimar-se o grau de humificagcdo das substancias

hUmicas.

3.10. Ressonancia Magnética Nuclear no Estado Liquido e Experimentos 2D

A dissolucdo da amostra no solvente tem como vantagem o menor alargamento de sinais devido ao
movimento Browniano além do favorecimento dos processos de relaxacdo tornando possivel a obtengéo de sinais mais
finos. Em misturas complexas, no entanto, a interagao de sinais dificulta a obtencdo de espectros de boa resolucédo e a
integracdo das areas. Para quantificacdo das espécies de C presentes na matéria organica as técnicas em estado
solido sao, portanto, mais utilizadas com a vantagem da possibilidade de uso de amostras ndo alteradas de solo, isto &,
sem necessidade de extracdo e, consequentemente, possiveis alteragdes quimicas e andlise de artefatos. Contudo, a
RMN em solugcéo pode ser Util no caso de estudos da interacdo da matéria organica com espécies quimicas organicas e
inorganicas. Além disso, a partir da observacao da relagéo direta entre a massa molecular e os coeficientes de difuséo
de distintas espécies organicas foi possivel,com o experimento bidimensional DOSY (Diffusion Ordered SpectroscopY
no qual observa-se num eixo os deslocamentos quimicos e no outro os respectivos coeficientes de difusao), identificar a

natureza complexa e supramolecular da matéria himica em solugéo.

Apdés uma escolha prévia de moléculas orgénicas presentes na matéria organica natural e o
estabelecimento de sua relagdo com caracteristicas desejadas do ambiente é possivel utilizar com sucesso a técnica
em solucdo para monitorar esses indicadores. O aumento dos campos magnéticos e o desenvolvimento das técnicas
bidimensionais abriram novas possibilidades de andlise e ampliaram a perspectiva de uso. Especialmente considerando

a possibilidade dos acoplamentos CLAE-RMN (cromatografia liquida de alta performance — ressonancia magnética
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nuclear). Sdo mostrados aqui exemplos de usos das técnicas uni e bidimensionais de RMN em solugdo. Apesar de
pouco explorada pela agronomia a RMN em solugédo tem um potencial enorme para o entendimento de processos

importantes que ocorrem no solo.

O passo mais critico para analise de matéria organica natural do solo em RMN no estado liquido €&, de
acordo com Simpson (2001), o preparo da amostra. A presenca de ions paramagnéticos induz perda de resolugcéao e
alargamento de sinais 0 que pode ser particularmente importante nas técnicas bidimensionais. A remogéao desses ions
é, portanto, fundamental. Algumas técnicas empregadas sdo o uso de agentes complexantes (4,5dihidroxi-1, 3-
benzeno), tratamento com resina trocadora de cations com Amberlite IR120, adicdo de KCI 0,03 mol L' (Fan et al.,
2000, Canellas et al. 2001, Simpson, 2001). Outro passo critico € a escolha do solvente. Os mais usados sdo DMSO-
de(dimetilsulféxido deuterado) e D2O/NaOD (agua deuterada/hidroxido de sodio deuterado), sendo este Ultimo o mais
usado, porém apresenta uma desvantagem pois € praticamente impossivel preparar uma amostra de matéria organica
humificada sem alguma contamina¢do de agua e que produz o efeito conhecido como t1-noise (ndo relacionado a
relaxacao T1). Além disso, alguns compostos como amidas e hidroxilas podem n&o ser vistos na presenca de solventes
aquosos deuterados. Em alguns casos, portanto, pode ser mais apropriado usar DMSO-ds. Uma analise detalhada do
modo de solubilizagdo de substancias humicas por DMSO pode ser encontrada na revisdo de Hayes (1985). Por fim, a
concentragdo de amostras considerada o6tima por Simpson (2001) para obtencdo de experimentos homo e

heteronucleares é de 100 mg de substancias humicas por mL.

3.11. Aplicacdes

Modificacdes nos acidos humicos isolados de solos provocados pela adicdo de residuos de origem
urbana (lodo da estacao de tratamento de esgoto e composto de lixo urbano) foram estudadas por RMN 13C em solugao
que permitiu verificar uma clara diminuicdo nas espécies alquilicas e aumento de carbono em polissacarideos (Canellas
et al., 2002a). Modificagdes nas substancias humicas decorrentes de mudancas de manejo ou de uso do solo também
podem ser monitoradas relativamente por RMN 3C em solugdo. Por exemplo, Canellas et al. (2002b) verificaram
alteracdes na funcionalidade de acidos humicos isolados de solos altamente intemperizados (Argissolos e Latossolos)

com a mudanca de uso i.e. de cana-de-acUcar para eucalipto incluindo, principalmente, aumento de aromaticidade.

Um dos principais problemas agroambientais estéa relacionado a dindmica do fésforo que em solos

altamente intemperizados pode estar adsorvido especificamente os 6xidos, hidroxidos e oxihidroxidos de ferro e
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aluminio e, portanto, apresentar concentracdes limitantes na solugdo do solo e limitar a produgdo. Por outro lado, a
eutrofizacdo de solos especialmente em éareas de plantio direto e uso de residuos animais pode aumentar muito a
concentragao desse elemento nos solos e mananciais. O estudo das espécies de fosforo associadas a matéria organica
natural pode ser facilitado pelo uso da RMN 3P em solugéo. Por exemplo, Busato et al. (2005) verificaram aumento
significativo nas espécies mais labeis de fésforo na matéria organica de um solo cultivado por longo tempo com cana-
de-agUcar sem a queima dos residuos durante a colheita em comparagdo com a area queimada. Anteriormente,
Canellas et al. (2004) As espécies de fosforos encontradas na matéria organica em solos cultivados com leguminosas
foram mais parecidas com as encontradas numa Mata adjacente do que com as espécies encontradas no solo cultivado
com gramineas. Esses estudos empregariam técnicas extremamente laboriosas e tediosas de fracionamento caso a

RMN em solugéo néo estivesse disponivel.

Apesar de menos explorada a 1H RMN em solucdo pode ser também utilizada para monitorar as
mudancas na matéria organica do solo. Por exemplo, Clemente et al (2013) monitoraram as mudangas decorrentes da
adicéo de folhas, caules e raizes na matéria organica do solo e das substancias humicas por 13C RMN no estado solido
e 1TH RMN em solugéo, respectivamente. As substancias humicas no solo incubado com folhas apresentaram maior
quantidade de carbono alquilico enquanto que no solo incubado com raizes a presenca de compostos derivados da
atividade microbiana foi maior. Claras implicacdes sobre as consequéncias de manejo do solo puderem ser obtidas
incluindo aquelas relacionadas a de como aumentar a recalcitrancia e a hidrofobicidade da matéria organica. Os

espectros de 1TH RMN obtidos por Clemente et al. (2013) sdo mostrados na Figura 12.
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Figura 12. Espectros '"H RMN em solucéo de diferentes tecidos de milho e das substéancias himicas isoladas dos solos
incubados por 1 e 36 semanas com os residuos. Os espectros foram divididos nas seguintes regides: (a) grupos metil e
metilenos alifaticos de lipidios de alta e baixa massa molecular; (b) grupos metil e metilénicos alifaticos pertos de O e N,
lipidios ou peptideos; (c) O-alquilicos de agucares ou ligninas; (d): sinais devidos a grupos aromaticos de ligninas ou
proteinas. Os sinais de N-acetil que pode ser atribuido a peptideoglicanos ou quitinas também foram marcados (*) bem
como os derivados de pepdideos (P1 e P2).

FONTE: Adaptada de Clemente et al. (2013)

Simpson (2002) foi capaz de demonstrar que as substancias humicas em solugéo séo, na realidade,
associacdes ou agregados de moléculas de massa molecular relativamente pequena. Essas associagbes podem ser

facilmente rompidas pela adi¢cdo de acidos organicos (Figura 13).
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Figura 13. Espectro de RMN de 1H, DOSY, obtido a 500 MHz de uma amostras acido humico (IHSS) preparada em
D20 a 133 mg/ml (A) e a 5 mg/ml (B) e ap6s adigdo de 5 L de &cido acético (C e D). Antes da adi¢do de acido acético
todos os componentes da MO difundem com aproximadamente o mesmo coeficiente de difusdo indicando que as
espécies estdo agregadas. Depois da adicdo do acido acético, os principais componentes da mistura (peptideos,

carboidratos e lignina) s&o separados de acordo com os seus coeficiente de difusédo e estdo na forma desagregada.

Para essa analise foi utilizado o experimento DOSY com duas concentracdes diferentes de acidos
humicos. Em ambas concentracbes, o coeficiente de difus@o sa@o semelhantes mostrando a associacdo de grupos
funcionais tal qual como um polimero orgénico de uma macromolécula. Com a adicdo de acido acético é promovido
uma desagregacdo dos componentes da mistura resultando na formagéo de varias bandas discretas de difusdo que
estédo correlacionadas com deslocamentos quimicos consistentes as espécies mais abundantes nestas misturas tais
como ligninas, &cidos graxos, carboidratos e peptideos. Os tamanhos "‘podem ser extrapolados a partir de comparacdes

empiricas com coeficientes de difusdo de compostos padrdes e resultados estimaram massas moleculares na faixa de
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200-600, 2000-2500 e 1000 Da para os diversos componentes das misturas. Muito abaixo dos milhées de Da das

pseudo macromoléculas humicas estimadas por outras técnicas.

As técnicas bidimensionais permitiram (as mais usadas s@o apresentadas na Tabela a seguir) maior
detalhamento sobre a estrutura da matéria organica em solugéo (Simpson, 2001) e tem sido utilizadas também com
sucesso para 0 monitoramento de ambientes pelo acompanhamento de moléculas tragadoras ou indicadoras (Simpson

etal, 2011).

Tabela 2.
Experimentos basicos em técnicas multidimensionais

Experimentos homonucleares: correlacao entre atomos iguais ('H/'H)

COSsY COrrelation SpectroscopY Acoplamento entre dtomos de H (até duas ou trés ligagdes)

TOCSY  TOtalCorrelation SpectroscopY Correlacao entre todos os atomos de 'H numa cadeia alquilica até

que seja interrompida por um atomo de carbono quaternario

Experimentos heteronucleares: correlacao entre atomos de diferentes ('H/'3C, 1H/15N, 1HAR1P

HSQC Heteronuclear Single Quantum Observa a correlagao de pares de atomos diferentes ligados entre si
Coeherence

HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Observa a correlagao de pares de atomos diferentes ligados entre si
Coeherence

HECTOR Heteronuclear Correlation Observa a correlagao de pares de atomos diferentes ligados entre si

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Acoplamentos multinucleares até duas ou trés ligagdes
Correlation

Experimentos de difusao: DOSY (Diffusion Ordered SpectroscopY: observam-se deslocamentos quimicos hum eixo

e 0s respectivos coeficientes de difusdao no outro. Comparando com padrdes é possivel identificar diferentes

compostos numa mistura

Em nivel molecular a RMN em solugdo € mais poderosa ferramenta de analise depois de escolhida a

molécula alvo devido a sua versatilidade e possibilidade de acoplamento com técnicas de separacao tais como os
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métodos cromatograficos (Simpson & Simpson, 2012). Por exemplo, Woods et al. (2011) aplicaram a cromatografia
interacao hidrofilica (HILIC) para separar a matéria orgéanica dissolvido do rio Suwannee em 80 fracGes detectadas por
RMN em solugéo. A técnica permitiu a identificacdo de componentes estruturais individualizados na matéria organica
dissolvida (Figura 14). As técnicas convencionais de monitoramento de bioindicadores geralmente sdo muito
trabalhosas e a simplificacdo decorrente de tratamento das amostras pode proporcionar perdas no entendimento das
interacdes globais dessas moléculas indicadoras no ambiente estudado. A RMN permite uma visdo holistica do

panorama fisico-quimico.
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Figura 14. Espectros de RMN 2D COSY45 da fragdo simplificada HILIC (H09). Esquerda: Ampliacdo da regiao entre

0,5 até 4,5 ppm; direita: ampliacéo da regido entre 6,3 até 8,5 ppm. Os assinalamentos foram a partir de base de dados.

A RMN em solucédo ainda tem muito a contribuir no entendimento dos principais processos que ocorrem
no solo, pois ainda esta no seu estadio inicial de desenvolvimento (Simpson et al., 2011). Porém sera fundamental para

o desenvolvimento das praticas que tornardo sustentaveis as atividades no solo.
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