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ResSumo - bentre as inameras técnicas que vém sendo utilizadas em
estudos sobre a dindmica e a composi¢gao quimica da matéria organica do
solo (MOS), tem se destacado, além das técnicas espectroscopicas, como a
Ressonancia Magnética Nuclear de (RMN) de "C, uma técnica
termogradativa de grande potencial, a Pirdlise associada a Cromatografia
Gasosa e Espectrometria de Massa (Pi-CG/EM). Esta técnica consiste
basicamente na quebra dos polimeros orgénicos em seus componentes
menores, mediante degradagao térmica em atmosfera inerte (pirélise), com
posterior separacéo dos produtos dessa quebra, ou fragmentos, com base no
peso molecular (cromatografia gasosa) e sua detecgdo e identificagdo
(espectrometria de massa). A Pi-CG/EM pode ser empregada em material
vegetal (p. ex. serapilheira, residuos de plantas), em solo intacto ou nas
substancias humicas extraidas do solo. Diferentemente da RMN de “C, que
caracteriza estruturalmente a MOS, isto &, permite a obteng&o do que seria a
estrutura da MOS em termos dos grupos de carbono presentes, a Pi-CG/EM
permite que se obtenha o que podemos chamar de “impresséo digital” da
MOS. Isto significa que, com sua aplicagéo, € possivel alcangar um elevado
grau de detalhamento dessa estrutura de carbono observada na RMN. As
duas técnicas, que tém sido muitas vezes utilizadas como complementares,
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tém em comum a possibilidade de semi-quantificacéo: no caso da RMN de
C, (semi) quantifica-se a contribuicdo de cada um dos grandes grupos de
carbono; enquanto que no caso da Pi-CG/EM, a contribuicdo de cada
pequeno composto organico que forma as macromoléculas, que por sua vez,
formam esses grandes grupos de carbono. Com a Pi-CG/EM, pode-se
elucidar quais s&o os principais compostos constituintes, por exemplo, das
ligninas ou dos polisacarideos presentes no material analisado. Na
interpretacao dos resultados Pi-CG/EM, duas diferentes abordagens podem
ser utilizadas, sendo uma apenas qualitativa e outra, qualitativa/quantitativa.
Na primeira, obtém-se a impressao digital do material vegetal ou da MOS e
podem-se utilizar os resultados para detectar alteragbes qualitativas em sua
composigao, em fungao de manejos distintos ou de diferentes origens. Ja na
segunda, os resultados semi-quantitativos podem ser utilizados para avaliar
alteragdes quantitativas na composi¢cado quimica da MOS, ou seja, em sua
qualidade. Alguns desafios, como a complexidade dos pirolisados e a
identificagdo das macromoléculas que lhes deram origem, ainda precisam ser
superados. No entanto, o alto grau de refinamento dos resultados e a
facilidade de operagdo, bem como o custo relativamente baixo dos
equipamentos, tornam a Pi-CG/EM uma técnica bastante promissora em
estudos de MOS. Para o futuro, as perspectivas sao de maior
desenvolvimento desta técnica, bem como dos procedimentos matematicos e
estatisticos de tratamento dos resultados semi-quantitativos.
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Pyrolisis Associated to Gas
Chromatography and Mass
Spectrometry Applied to Chemical
Characterization of Soil Organic Matter

Abstract = Pyrolysis associated to Gas Chromatography and Mass
Spectrometry (Py-GC/MS), as well as spectroscopy techniques, for instance
the Nuclear Magnetic Resonance (NMR) of °C, has showed to be a powerful
tool in studies on soil organic matter (SOM) dynamics and chemical
composition. The technique consists basically in the break-up of organic
polymers (large molecules) into small fragments, under inert atmosphere
(pyrolysis), with further separation of these fragments according to their
molecular weight (gas chromatography), and their detection and identification
(mass spectrometry). It can be applied to vegetal material; whole soils or
chemically extracted humic substances. While "C NMR gives the SOM
structure in terms of carbon types, Py-GC/MS is used for “fingerprinting” SOM
and offers detailed insights in the carbon structure detected by NMR. These
two techniques, that provide complementary information, have in common the
possibility of semi-quantification: in “C NMR, the contribution of each carbon
type to the SOM structure is semi-quantified; in Py-GC/MS, the contribution of
each organic compound that constitutes the macromolecules present in the
carbon groups detected by NMR is semi-quantified. Therefore, the application
of Py-GC/MS allows elucidating the main compounds that constitute
macromolecules such as lignin and polysaccharides. For data interpretation,
two different approaches can be used: the qualitative and the
qualitative/quantitative approaches. With the first, the fingerprint of SOM is
used to detect qualitative alterations in its composition, as a function of distinct
soil management practices or SOM origins. With the second, the semi-
quantitative results can be used to evaluate quantitative alterations in SOM
chemical composition, that is, quantitative alterations in its quality. Some
challenges still have to be overcome, for instance the high complexity of the
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pyrolisates and the difficulties in the identification of their real origin (e.g. if the
pyrolisate is a result of the break-up of a lignin or a protein). Nevertheless, the
high level of screening and the technical facility, as well as the relatively low
costs of the equipment, make Py-GC/MS a promising tool for SOM studies. For
the future, the perspectives are the best as possible: the further development
of the technique, and the establishment of the most adequate mathematical
and statistical procedures for treating the semi-quantitative results.
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Introducao

A técnica da pirélise, tal como apresentada neste capitulo, envolve a quebra
de grandes moléculas em pequenos fragmentos, que sdo separados por
cromatografia gasosa e identificados por espectrometria de massa. Enquanto
a Ressonancia Magnética Nuclear de (RMN) de °C revela a estrutura geral da
matéria organica do solo (MOS), a Pirdlise associada a Cromatografia Gasosa
e Espectrometria de Massa (Pi-CG/EM ou P-CG-EM) permite o
reconhecimento de caracteristicas individuais desta estrutura (Fabbri et al.,
1998), mediante a separacao e identificacao de compostos especificos, que
constituem as macromoléculas ou polimeros organicos, como ligninas e
polisacarideos que, por sua vez, sdo os “blocos de construgao” da MOS.
Portanto, as duas técnicas, RMN de “C e Pi-CG/EM, podem ser utilizadas em
conjunto, a fim de que uma complemente os resultados da outra.

Como principais vantagens da Pi-CG/EM podem-se destacar o refinamento
das informagdes sobre a caracterizacdo quimica da MOS obtidas com os
espectros (Zhang et al.,, 1999), sendo até mesmo possivel detectar a
contribuicdo de estruturas microbianas para a formagao da matéria organica.
Além disso, esta técnica possibilita que se faga uma varredura rapida do
material, necessitando para tal, apenas miligramas de amostra (Stankiewicz
etal., 1996). Emrelacdo a RMN de "°C, além do maior grau de detalhamento, a
Pi-CG/EM apresenta ainda a vantagem do menor custo de aquisicdo e
manutengédo dos equipamentos. Por outro lado, um aspecto limitante da
aplicacédo da Pi-CG/EM em estudos de MOS ¢ que os produtos da pirolise
obtidos com a quebra das estruturas macromoleculares do material organico
apresentam um alto grau de complexidade, o que causa uma certa dificuldade
na interpretacao dos resultados (Saiz-Jimenez, 1994). Além dos compostos
que constituem as macromoléculas, também podem aparecer como produtos
da pirdlise alguns produtos de oxidag&o, como por exemplo acido acético e
CH,, e ainda, “artefatos” produzidos por rearranjos, isto é, compostos que
originalmente ndo fazem parte do material analisado, mas sdo formados
durante o processo. Nao obstante, estes obstaculos ndo tém impedido que a
Pi-CG/EM seja empregada com sucesso na avaliagdo de alteragbes
qualitativas na MOS proveniente de solos submetidos a diferentes sistemas
de manejo ou sob diferentes coberturas vegetais (p. ex. Leeuw et al., 1986;
Stuczynsk et al., 1997; Masciandaro et al., 1998; Nierop et al., 2001b). No
Brasil, ainda sdo encontrados na literatura poucos trabalhos utilizando a Pi-
CG/EM na caracterizagdo quimica de residuos vegetais ou MOS; alguns
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foram realizados dentro do pais (Canellas et al., 2000, 2002) e outros fora,
mas por equipes envolvendo pesquisadores brasileiros e com material de solo
ou planta proveniente do Brasil (Franchini et al., 2002; Alcantara et al.,
2004a,b).

Neste capitulo, serdo abordados basicamente os principios da técnica de Pi-
CG/EM,; sua aplicabilidade aos estudos de MOS, levando em consideragéo
residuos vegetais e substéncias humicas extraidas do solo; e o tipo de
abordagem utilizada para apresentacdo dos resultados e alcance dos
objetivos.

Definigao, Principios e Breve Historico

A pir6lise é uma técnica termogradativa, que pode ser definida como a
degradacéao térmica de um material em atmosfera inerte, ou de maneira ainda
mais simples, como, a quebra de grandes moléculas em fragmentos, usando
energia térmica e na auséncia de oxigénio. Os fragmentos da pirolise s&o
separados por cromatografia gasosa e posteriormente identificados por
espectrometria de massa. Portanto, nesta técnica o pirolisador € acoplado ao
cromatégrafo a gas e ao espectrometro de massa, sendo que a essa
associagdo convencionou-se chamar Pirdlise associada a Cromatografia
Gasosa e Espectrometria de Massa (Pi-CG/EM ou P-CG/EM).

O primeiro passo na Pi-CG/EM é a pir6lise propriamente dita, quando ocorrera
uma transferéncia rapida de calor para a amostra, provocando sua
fragmentag&o. Segundo Blacdwell et al. (1989), podem ser utilizados fornos
pirolisadores ou filamentos. Nos fornos, a quantidade de amostra requerida é
maior e a taxa de transferéncia de calor, menor. Quanto aos filamentos, que
requerem pequenas quantidades de amostra, existem aqueles que s&o
aquecidos por uma resisténcia até a temperatura de pirdlise, e aqueles
chamados ferromagnéticos, para os quais o calor é induzido por meio de uma
bobina de radiofreqiiéncia. No primeiro caso, a amostra & acondicionada
numa cubeta de quartzo, que é posicionada junto ao filamento. No segundo
caso, a amostra é prensada no filamento ferromagnético, o qual é entédo
colocado, com a amostra, dentro do pirolisador. O filamento pode ser de Fe,
Co ou Ni e a temperatura a ser atingida é determinada pelo tipo de metal,
sendo aumentada até atingir o “Ponto Curie” do mesmo. A partir desse ponto,
a energia magnética n&o sera mais absorvida de forma efetiva e ndo havera



Pirdlise Associada a Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massa

mais aumento de temperatura. Ap6s a quebra das moléculas, os fragmentos
(produtos da pirdlise) sdo separados pela cromatografia gasosa, com base
em seu peso molecular, em resposta a passagem do gas carreador. O
resultado € um cromatograma com picos correspondentes a cada fragmento.
O proximo passo € a identificagao de cada pico pela espectrometria de massa,
mediante a relacdo massa:carga (m/z) dos ions que os compdem (Schulten &
Schnitzer, 1992; Schnitzer & Schulten, 1995). A identificagdo de cada
composto é feita por meio do emparelhamento dos espectros com dados de
programas de computador especificos, que funcionam como “bibliotecas de
espectros”. A comparagcao com dados da literatura pode ser utilizada
adicionalmente aos programas. A partir da identificagdo dos compostos pode-
se optar por duas abordagens: (1) qualitativa e (2) qualitativa/quantitativa. Na
primeira, os produtos da pirdlise séo identificados e obtém-se uma “impresséo
digital” da MOS, que pode ser usada para avaliar alteragdes na qualidade da
matéria organica provenientes, por exemplo, de mudangas na cobertura
vegetal do solo. Na segunda, além da comparacao qualitativa, consegue-se
comparar amostras, ou de maneira mais ampla, comparar situacdes de
laboratério ou campo, quantitativamente. Isto €, a ultima possibilita avaliar
alteragdes quantitativas nas caracteristicas quimicas da MOS. Exemplos de
ambas as abordagens seréo vistos na proxima segao.

E importante salientar que uma macromolécula sera sempre fragmentada de
maneira prépria, especifica, e outra amostra do mesmo material, aquecida a
mesma temperatura, se comportard exatamente da mesma maneira. Isto
torna a analise dos produtos da pir6lise reprodutivel, quando se pretende
estudar a macromolécula original (Wrampler, 1999). No entanto, & preciso
considerar que a MOS é um material complexo, de natureza polimérica. Por
causa dessa complexidade, e como deve ocorrer em qualquer analise
aplicada aos estudos de MOS, é necessario que se tenha uma referéncia,
uma situagéo que represente um padréo de comportamento e que atue como
comparativo. Além disso, o sistema (os trés aparelhos acoplados) deve ser
calibrado, sempre antes de sua utilizagdo, com um material organico “puro”,
como por exemplo turfa. Amostras desse material devem ser processadas
sempre antes do inicio da analise de amostras experimentais.

No que diz respeito as amostras, varios procedimentos tém sido utilizados
para extrair a MOS previamente a sua caracterizagao quimica por Pi-CG/EM.
A extragdo alcalina com NaOH ou Na,P,O, tem sido empregada em muitos
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trabalhos para separar o material orgénico (p.ex. Nierop & Buurman, 1998;
Clapp & Hayes, 1999; Velthorstetal., 1999; Alcantara et al., 2004).

Os primeiros relatos de utilizagdo da Pi-CG/EM, segundo Saiz-Jimenez
(1994), vém do trabalho de Simmonds et al. (1969), que a empregaram em
amostras da superficie do solo do deserto da Califérnia, com o objetivo de
detectar moléculas organicas que indicassem a presenga de atividade
bioldgica, a fim de utilizar a técnica posteriormente em Marte. De acordo com a
revisdo realizada por Wrampler (1999), tanto a Pir6lise associada apenas a
cromatografia gasosa (Pi-CG) quanto a Pi-CG/EM tém sido cada vez mais
utilizadas por uma extensa gama de areas da Ciéncia e da Tecnologia. Os
autores citam o emprego dessas técnicas em materiais utilizados nas artes
plasticas, como pigmentos, vernizes e tintas; em fragmentos de tintas e outros
materiais detectados pela medicina legal em acidentes e crimes; na analise de
polimeros sintéticos, como os plasticos e borrachas; em materiais
petroquimicos; em amostras de agua, solo e ar visando a investigacao de
contaminantes ambientais; na analise de amostras biologicas, como por
exemplo para diferenciar microrganismos a partir da distingdo de marcadores
quimicos; e na tecnologia de alimentos, para identificacéo de gorduras e 6leos
de origem animal e vegetal. Nas Ciéncias Agrarias, o autor cita a importancia
que a técnica tem assumido na quimica do solo. Neste contexto, além da
investigacao sobre a natureza quimica da MOS, a Pi-GC/EM pode ser usada
em combinag&do com a andlise isotdpica de °C, obtendo-se, ao mesmo tempo,
a estrutura quimica e a composicéo isotopica da MOS. Nesse tipo de estudo
(p.ex. Gleixner e Schmidt, 1998; Gleixner et al., 2002), acopla-se um forno
para combustdo e um espectrometro de massa para razdo isotopica ao
equipamento de Pi-CG/EM.

Aplicacoées da pirdlise aos estudos de caracteri-
zacao quimicada MOS

Abordagem qualitativa

O principal objetivo dos trabalhos que utilizam esta abordagem é a
identificacdo dos compostos presentes no material analisado, o qual pode se
tratar de partes de plantas, solo intacto ou substancias humicas.
Independentemente do tipo de material, a pirélise gera um grande niumero de
produtos, em sua maioria, originados da quebra de estruturas bem definidas,
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como polissacarideos, ligninas, proteinas, compostos aromaticos e acidos
graxos, além dos produtos de oxidagao e artefatos.

Apos a identificagao dos picos pela espectrometria de massas, atribui-se aos
produtos da pirdlise sua possivel fonte. A titulo de ilustragdo, sé&o
apresentados na Tabela 1, alguns dos compostos identificados apo6s a Pi-
CG/EM de amostras de material vegetal (serapilheira) e substancias humicas
extraidas do solo (Latossolo Vermelho Amarelo Acrico). Nesses dados,
extraidos de Alcantara et al. (2004a), foram observados principalmente
produtos da quebra de proteinas, polissacarideos e ligninas. Alguns produtos
da pir6lise podem ser derivados de diferentes estruturas, como por exemplo o
2-metilfenol (pico n° 19), que pode ter se originado da degradagao térmica de
polifendis, de ligninas, ou ainda de proteinas.

Tabela 1. Lista de produtos da pirélise de serapilheira e acidos humicos.

Pico (n°) Composto Possivel fonte!" Massas®®

1 2-metilfurano Ps 53+82

3 Benzeno Pp 51+78
4 Piridina Pr 52+79

5 Pirrol Pr 53+67

6 Tolueno Pp 65+91

8 Metilpiridina Pr 66+93

9 2-furaldeido Ps 67+95
17 Fenol Pp/Lg/Pr 66+94
19 2-metilfenol Pp/Lg/Pr 79+108

" Legenda: Ps = polisacarideos, Pp = polifenois, Pr = proteinas, Lg = ligninas.
® Massas especificas utilizadas na integragéo.
Fonte: Adaptado de Alcantara et al. (2004b).

Saiz-Jimenez & Leeuw (1986a) utilizaram a Pi-CG/EM para caracterizar
quimicamente as fragdes da MOS extraidas de um Typic Xerochrept sob
vegetagéo de pradaria. Os autores compararam os produtos da pirélise dos
acidos humicos, dos acidos fulvicos e da humina, provenientes do
fracionamento, com resultados prévios da pirdlise de ligninas, polisacarideos
e proteinas. Na fracdo acidos fulvicos, os principais produtos encontrados
foram polisacarideos, além de carboidratos e polifenois. Quanto aos acidos
humicos e as huminas, estes mostraram ser uma mistura complexa de varios
biopolimeros, como polisacarideos, lignina parcialmente degradada,
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peptideos e lipideos. No que diz respeito especificamente a lignina e seu
potencial como biomarcador para estudos sobre adigdo de materiais de planta
ao solo, Saiz-Jimenez & Leeuw (1986b) demonstraram que varios produtos
da pirdlise, resultantes da quebra dessas ligninas, sdo comuns tanto a
madeiras com diferentes graus de resisténcia a decomposigdo, quanto a
lignina de gramineas. Isto significa que esses produtos podem ser utilizados
como biomarcadores narelagdo vegetagdo-MOS.

A estrutura quimica dos acidos humicos também foi detalhada nos trabalhos
de Saiz-Jimenez & Leeuw (1987a,b). O principal objetivo desses trabalhos foi
contribuir para o entendimento da natureza quimica dos componentes de
planta presentes nos acidos humicos, mediante a identificagcdo daqueles
produtos da pirdlise, provenientes de constituintes de planta, que
permanecem intactos mesmo apoés hidrolise acida. Os resultados sugerem
que a lignina ndo é um contribuinte que represente bem a parte mais
resistente dos acidos humicos, pois foi observado que, apds a hidrélise,
grande parte dos pirolisados se constituia de macromoléculas alifaticas, como
por exemplo alcanos. Portanto, biopolimeros altamente alifaticos encontrados
em cuticulas de plantas, bem como suberinas, sdo provavelmente parte
significativa e resistente dos acidos humicos.

No Brasil, Canellas et al. (2000), aplicaram a Pi-CG/EM para avaliar a
estrutura dos acidos humicos extraidos de composto de residuos urbanos e
de lodo de estagédo de tratamento de esgoto. A presenga de compostos
derivados de ligninas, de fendis e de furanos nos acidos humicos estudados
evidenciou que o processo de formagao das substancias humicas no solo é
valido também para sua evolugdo em materiais organicos de origem urbana.
Foi possivel, ainda, verificar que os acidos humicos nos dois materiais se
encontravam em estagio inicial de evolugdo, o que foi inferido mediante a
presenga, em grande proporcdo, de acidos graxos esterificados. Outro
resultado interessante foi a detec¢céo de fragmentos de ftalatos de dioctila na
estrutura dos acidos humicos, indicando a possivel contaminac¢éo do material
organico por residuos plasticos.

Além dos aspectos relacionados ao desvencilhamento da estrutura de
materiais organicos ja presentes ou adicionados ao solo, a abordagem
qualitativa da Pi-CG/EM também pode funcionar como um indicativo
poderoso de alteragcdes na MOS, promovidas por mudancgas no uso da terra
ou no sistema de manejo. Um bom exemplo desta aplicagéo € o trabalho de
Nierop et al. (2001b). Os autores utilizaram a Pi-CG/EM em amostras de solo
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(Fluventic Eutrudept) de diferentes profundidades (1-4, 4-10 e 10-20 cm) da
camada aravel, coletadas em uma seqiéncia com mais de 70 anos de
histérico, a saber: pastagem permanente solo manejado organicamente solo
manejado convencionalmente. Nas duas areas sob manejo, utilizava-se uma
rotacdo de 3-4 anos com culturas (batata, beterraba, milho, hortalicas
folhosas) e 2-3 anos com gramineas. Na época da amostragem, ambas se
encontravam na fase das gramineas. Sob manejo, em relacdo a pastagem
permanente, a MOS se mostrou composta de material vegetal fortemente
humificado e material proteinaceo microbiologicamente alterado, o que pode
indicar rapida decomposicéo de material de planta recentemente adicionado,
ou ainda, pouca protecao pelos agregados do solo. Por outro lado, o solo sob
pastagem permanente, em relagdo ao manejo, apresentou MOS pouco
decomposta, ainda reconhecivel como derivada de gramineas. Entre os
manejos, foram encontradas diferencas principalmente nos primeiros quatro
centimetros. Como a aragao distribui uniformemente a MOS na camada
aravel, tais diferengas se devem, possivelmente, ao periodo mais longo de
permanéncia das gramineas ou a aplicagdo de doses mais altas de adubos
organicos (estercos) na area cultivada organicamente, em relagédo a
convencional, na ultima rotagéo.

A Pi-CG/EM tem também sido utilizada para detectar a estrutura do chamado
“N desconhecido” do solo, que ndo pode ser detectado pelos métodos
quimicos tradicionais, nem por outros métodos espectroscépicos. Schulten et
al. (1997), aplicando a técnica em amostras previamente hidrolizadas de
Haplaquoll e Haplaquod, encontraram compostos heterociclicos, como as
piridinas, e compostos derivados de benzeno, os quais foram considerados
produtos do N desconhecido. Bergen et al. (1998), utilizaram a Pi-CG/EM em
amostras de serapilheira e dos horizontes humico e mineral de um Aquic
Paleudalf em uma area de carvalhos, também para detectar o N desconhecido.
De acordo com os autores, compostos nitrogenados presentes na serapilheira
€ no horizonte humico podem ter se originado da quebra de aminoacidos ou de
agucares aminados. Por sua vez, os pirolizados contendo nitrogénio,
detectados no horizonte mineral, revelam evidéncias de terem se originado de
macromoléculas ndo claramente relacionadas a biomoléculas conhecidas.

Em grande parte dos estudos que utilizam a abordagem qualitativa da Pi-
CGJ/EM, aRMN de "C tem também sido empregada (p.ex. Golchin etal., 1995;
Zhangetal., 1999; Nierop et al., 1999; Veeken et al., 2000; Wattel-Koekkoek et
al.,2001).
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Zhang et al. (1999) utilizaram as duas técnicas em conjunto para caracterizar
acidos humicos e fulvicos isolados de dois solos da China, objetivando medir a
aromaticidade dessas fragdes da MOS. Segundo os autores, ndo sO a
aromaticidade das fragbes foi demonstrada, como a combinagdo da Pi-
CG/EM com a RMN de “C se mostrou uma ferramenta de grande potencial
para a caracterizagéo estrutural das substancias humicas. Wattel-Koekkoek
et al. (2001) também utilizaram Pi-CG/EM e RMN de "“C como técnicas
complementares, com o objetivo de caracterizar a MOS associada a caulinita
e esmectita em solos tropicais, onde estes argilominerais desempenham um
importante papel na estabilizagdo da fragdo orgénica. Primeiramente,
separou-se a fragdo de tamanho argila, a qual foi entdo submetida a extragéo
sequencial com NaOH e Na,P,0,, de forma a concentrar as substancias
hamicas. Os resultados encontrados de que a MOS associada a caulinita &
enriquecida em produtos da quebra de polisacarideos, enquanto a MOS
associada a esmectita é rica em compostos aromaticos, sdo um forte indicio
de que diferentes argilominerais apresentam diferentes mecanismos de
complexacdo da MOS. Tais resultados s6 foram possiveis mediante a
utilizagdo combinada da semi-quantificacdo das contribuicdes relativas de
cada grupo de carbono detectado pela RMN e da anadlise qualitativa dos
produtos da pirdlise.

A combinagéo da RMN de "°C com a abordagem qualitativa dos resultados da
Pi-CG/EM também tem sido empregada para avaliar transformagdes nas
fragcbes orgéanicas de residuos de origem urbana ou biosoélidos, submetidos a
compostagem, materiais estes com possivel efeito fertilizante e condicionador
de solo (p. ex. Gonzalez-Vilaetal., 1999; Veeken et al., 2000).

Abordagem Qualitativa/Quantitativa

Os trabalhos que utilizam esta abordagem objetivam nao s¢6 identificar os
compostos presentes no material organico analisado, como também
quantifica-los de forma a tragar comparagdes entre materiais provenientes,
por exemplo, de areas sob diferentes manejos ou coberturas vegetais. Tais
comparagdes quantitativas podem ser Uteis para se avaliar alteracdes na
qualidade da MOS ao longo do tempo ou em fungédo do manejo ou uso da area,
por meio da detec¢do de aumentos ou decréscimos nas contribuicdes de
algumas macromoléculas.
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A designagéao “abordagem qualitativa/quantitativa” € utilizada aqui a titulo de
simplificagéo, pois, assim como no caso da RMN de “C, o termo semi-
quantificacdo é mais apropriado para se referir ao tipo de tratamento
matematico a que sdo submetidos os resultados da pirélise. Isto ocorre
porque nesse tratamento considera-se a abundancia relativa de cada pico (ou
composto identificado), mediante a integragcéo de sua area correspondente no
cromatograma. Existem diferentes caminhos que podem ser seguidos para se
chegar as areas relativas de cada pico, como por exemplo considerar a area
total do cromatograma como 100% ou 1, considerar a soma de picos
selecionados (de interesse) como 100% ou 1, ou ainda, considerar a area do
pico mais intenso como 100% ou 1. Os valores obtidos podem ser entédo
submetidos a analise estatistica, que pode ser mais ou menos detalhada,
dependendo do enfoque do trabalho: se fortemente baseado em
comparacgdes (diferentes situacdes de manejo, periodos de tempo, etc.) ou,
se voltado a simples caracterizagdo de possiveis alteragdes. A seguir sdo
apresentados trabalhos que exemplificam aplicagbes da abordagem
qualitativa/quantitativa aplicada a analise de diferentes materiais e realizada
com diferentes enfoques.

Em material vegetal, a Pi-CG/EM com abordagem qualitativa/quantitativa
pode ser bastante util na elucidagéo de alteragdes durante o processo de
decomposicao e formacao da MOS. Franchini et al. (2002) a aplicaram para
avaliar transformagdes na composicdo quimica de diversas plantas de
cobertura utilizadas freqiientemente em rotagéo de culturas no sul do Brasil,
entre elas a aveia preta e a mucuna, durante a decomposi¢cdo. Amostras
originais dos residuos e amostras submetidas a um periodo de 80 dias de
incubacgéo foram pirolizadas e a semi-quantificagcao foi obtida mediante a
propor¢ao relativa da area de cada pico e a area total do cromatograma. A
abordagem permitiu detectar um decréscimo na porcentagem relativa de
polisacarideos para todas as espécies, em maior ou menor grau, com a
incubacgédo; enquanto ocorria aumento na porcentagem relativa de ligninas.

Masciandaro et al. (1998), utilizaram a Pi-CG/em para avaliar os efeitos de
diferentes praticas de uso do solo (sob condigdes naturais, em pousio por trés
anos apos cultivo intensivo e cultivado intensivamente) sobre a dindmica da
MOS. Foram elaborados indices a partir da abundancia relativa de sete picos,
selecionados em relagdo a sua soma total, a saber: indice de mineralizagéo e
indice de humificagdo. Calculou-se ainda um indice de similaridade,
parametro numérico que permite comparar pares de pirogramas. O grau de
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humificagdo da MOS praticamente n&o foi afetado pelo uso do solo, enquanto
a taxa de mineralizacao foi consideravelmente mais alta nas areas cultivadas
intensivamente do que naquelas sob condigbes nativas. Ao mesmo tempo, o
pousio apos cultivo intensivo apresentou a tendéncia de recuperar a atividade
microbiolégica e a fertilidade do solo. Nas mesmas areas, Masciandaro &
Ceccanti (1999) utilizaram os indices de mineralizagdo, humificacdo e
similaridade, juntamente com a atividade das enzimas ligadas aos ciclos de C,
N e P (urease, fosfatase, proteases, -glucosidase), para subsidiar a
comparagao entre o complexo humico-enzimatico, que apresenta
importantes propriedades funcionais e atua como indicador da qualidade do
solo. Corroborando com os resultados do trabalho anterior, o pousio tende a
recuperar solos que, apesar de submetidos ao cultivo intensivo, tenham
preservado uma matriz himica estavel e enzimaticamente ainda ativa.

Grande parte dos trabalhos que adotam a abordagem qualitativa/quantitativa,
utiliza também a RMN de "C como técnica complementar (Almendros et al.,
1996; Fabbri et al., 1998; Beyer et al., 2001; Nierop et al., 2001a; Canellas et
al., 2002; Alcantara et al., 2004b). Uma comparacéo entre as duas técnicas foi
realizada por Fabbri et al. (1998) na caracterizagéo estrutural de huminas e
acidos humicos extraidos de ambientes terrestres (solo agricola) e marinhos
(sedimentos). Foram encontradas correlagbes lineares positivas entre a
quantidade relativa de compostos alifaticos determinados pela Pi-CG/EM e a
porcentagem de compostos do tipo alquila semi-quantificados a partir dos
espectros de RMN. De forma geral, o uso integrado das duas técnicas
apresentou grande potencial para auxiliar no entendimento da estrutura das
huminas, pois os resultados de ambas, além de se complementarem,
apontaram para o fato de que as huminas sao estruturalmente diferentes de
seus acidos humicos correspondentes.

Nierop et al. (2001a) utilizaram Pi-CG/EM e RMN de "C, além da hidrélise
acida de polisacarideos, parainvestigar diferengas na composicéo quimicada
MOS em perfis de solo de uma sucessao de vegetacao primaria na Holanda,
caracteristica de estagios pré-podzolizagdo. Alem de material de solo, as
técnicas foram aplicadas em serapilheira coletada sobre e sob (raizes) o solo,
a fim de tragar o processo de formagado da MOS nesses solos. Um aspecto
interessante observado esteve relacionado as tendéncias de aumento nos
conteudos de alquilas com a humificagdo, acompanhado do decréscimo no
contetido de O-alquilas, conforme revelado pela RMN de "C, corroborado
pelo aumento na contribuigdo de compostos alifaticos no solo, revelado pela
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Pi-CG/EM. A combinacdo das duas técnicas também foi utilizada com
sucesso por Beyer et al. (2001) para elucidar a formagédo de podzéis na
Antartica, com énfase na composi¢ao quimica da MOS.

As técnicas Pi-CG/EM e RMN de “C, quando utilizadas em conjunto, podem
ainda ser ferramentas bastante Uteis na avaliagdo de alteragdes nas fragdes
da MOS apos tratamento de solos agricolas com residuos organicos, com
potencial de uso como fertilizantes ou condicionadores de solo. Canellas et al.
(2002) utilizaram ambas para verificar a ocorréncia de modificagdes
estruturais nos acidos humicos advindas da adicdo de composto de lixo
urbano e lodo de estagéo de tratamento de esgoto a dois solos (Argissolo
Vermelho Amarelo e Latossolo Vermeho Amarelo) incubados em laboratorio
por 24 semanas. Para a semi-quantificagcdo dos produtos da pirdlise, foi
considerada abundancia relativa de 100% para os pirogramas dos acidos
humicos extraidos dos materiais de solo sem tratamento. Alteracées nos
acidos humicos em ambos os solos foram detectadas tanto por Pi-CG/EM
quanto por RMN de “C. Com a pirdlise foi possivel observar modificagdes
qualitativas significativas, provenientes da fragmentagéo térmica dos acidos
hamicos, com incorporagéo de estruturas novas, principalmente de lipideos e
de compostos derivados de carboidratos (furanos).

A fim de se extrair o maior numero de informagdes possivel e, a0 mesmo
tempo, informacgdes mais detalhadas dos pirogramas, a analise multivariada
(analise de fatores ou de componentes principais) tem sido utilizada em
alguns trabalhos (p.ex. Boon et al., 1986; Alcantara et al., 2004b). Os
principais objetivos deste tipo de procedimento estatistico s&o (1) reduzir o
numero de variaveis envolvidas e (2) detectar a estrutura existente nas
relagbes entre as variaveis. Quando empregada nos dados provenientes da
pirélise de materiais organicos, esta forma de analise dos dados permite
identificar grupos, entre as amostras de planta ou MOS estudadas, que
apresentem composicdo quimica semelhante. Portanto, sua utilizagcdo
possibilita que se elucidem alteragdes na MOS, em fungéo, por exemplo, de
mudangas no uso do solo. Tais alteragdes seriam modificagcdes na qualidade
da MOS, ocorridas devido a aumentos ou decréscimos na presenca de
determinadas macromoléculas.

Neste sentido, um dos primeiros trabalhos encontrados na literatura é o de
Boon et al. (1986), realizado na Holanda. Nele, foi caracterizado um perfil de
turfa de origem ombrotrofica, utilizando-se a analise multivariada no
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tratamento dos dados da pir6lise. Em solos (cultivados e sob pastagem),
Bonmati et al. (1998), utilizaram a Pi-CG/EM em amostras submetidas a
extragdo com pirofosfato de sédio, selecionando 18 picos de maior
ocorréncia, intensidade e importancia, calculando sua abundancia em relagcao
a soma total de suas areas e aplicando analise multivariada. Como primeiro
passo do tratamento estatistico, os autores, mediante coeficientes de
correlacdo e distancia euclidiana, avaliaram as diferengas entre os
pirogramas obtidos. Posteriormente, foram utilizadas a analise de
componentes principais e a regressao multivariada (selegéo de variaveis do
tipo “stepwise”). Com este procedimento foi possivel reduzir de 18 para 12 o
numero de picos responsaveis pelas diferengas entre os pirogramas.

Dorado et al. (2003) aplicaram a Pi-CG/EM em acidos humicos extraidos de
solo (Calcic Haploxeralf) em uma area sob experimento de longa duracao,
desenhado para avaliar os efeitos das praticas utilizadas na agricultura
organica sobre o solo, envolvendo a aplicagdo de residuos organicos de
diferentes origens e adicdo ou nao de fertilizantes nitrogenados sintéticos. A
analise multivariada dos dados permitiu averiguar que os fertilizantes
organicos causaram grandes impactos na composi¢ao dos acidos humicos,
principalmente nas parcelas onde ndo se aplicava nitrogénio de origem
mineral. Seu efeito pdde ser identificado, por exemplo, por um aumento na
ocorréncia de metoxifendis e acidos graxos.

No trabalho de Alcantara et al. (2004b), a analise de fatores foi uma ferramenta
extremamente Util para detectar alteragbes na qualidade da MOS apoés a
retirada da vegetagédo nativa (cerrado campo sujo) e plantio de espécies
ciliares, realizado na tentativa de recuperar a forma e a fungéo de uma area de
margem de represa hidroelétrica em Minas Gerais. Amostras de serapilheira e
solo (Latossolo Vermelho Amarelo Acrico) foram coletadas em uma area
mantida sob vegetacao nativa e outra plantada hé oito anos com as espécies
ciliares. Das amostras de solo, as substancias humicas foram extraidas com
solucdo combinada de NaOH e Na,P,0,. Tanto serapilheira quanto
substancias humicas foram submetidas a RMN de “°C e Pi-CG/EM, sendo que
as duas técnicas mostraram uma excelente complementaridade nos
resultados obtidos. A analise de fatores foi utilizada a fim de detectar estrutura
nos dados da pirdlise e de reduzir o nUmero de variaveis (no caso, as variaveis
eram os 90 picos selecionados, presentes em todos os pirogramas de
serapilheira e de substancias humicas). Primeiramente, este procedimento
mostrou que a nitida separagdo entre as amostras de serapilheira e
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substancias humicas se devia, principalmente, a forte presenca de lignina nas
primeiras. Para permitir maior detalhamento do comportamento das
substancias humicas, fez-se uma nova anadlise de fatores, desta vez
excetuando-se as amostras de serapilheira. Foi possivel detectar trés grupos
principais: (1) solo superficial da mata ciliar (0-5 cm), (2) solo subsuperficial do
cerrado (10-20 cm), e (3) todas as amostras intermediarias entre (1) e (2) das
duas areas. A analise de fatores mostrou que as diferengas existentes entre
(1) e (2) foram causadas, principalmente, pela maior presenca de derivados
da quebra de ligninas (responsaveis pela separacéo de (1)) e da quebra de
polisacarideos (responsaveis pela separagéo de (2)). Por serem as ligninas e
os polisacarideos os principais grupos de macromoléculas que discriminaram
as areas em estudo, nova analise de fatores foi realizada para cada um
desses grupos, separadamente para amostras de serapilheira e de
substancias humicas. Para tal, a contribuicdo de cada composto atribuido a
pirélise de ligninas (ou polisacarideos) para a area total dos picos de ligninas
(ou polisacarideos) foi calculada. Este procedimento se trata da
desagregacao dos grupos e pode contribuir grandemente para uma melhor
interpretacdo dos resultados semi-quantitativos. A Fig. 1 apresenta os
resultados para as amostras de serapilheira, quando foi separado o grupo dos
compostos provenientes da quebra das ligninas. Os dois primeiros fatores
extraidos explicaram 62% da variag&o entre as amostras e as diferencas entre
cerrado e mata ciliar se deveram principalmente a forte presenga do composto
4-vinilfenol (pico n°. 27), cuja presenga, de acordo com Saiz-Jimenez & Leeuw
(1986b), &€ um forte indicativo de ligninas de gramineas. Além disso, foi
possivel detectar a forte influéncia dos compostos siringol (pico n°. 32),
vanilina (pico n°. 35) e 4-vinilsiringol (pico n°. 39) na serapilheira da mata.
Apesar das diferengas encontradas na composigéo quimica das serapilheiras
das duas areas, a analise de fatores realizada para os compostos derivados
das ligninas dos polisacarideos, isoladamente, ndo foi capaz de detectar
diferencas consistentes entre as substancias humicas extraidas do solo sob
as duas coberturas vegetais. Provavelmente, tal fato se deve a mistura de
carbono derivado da mata com carbono remanescente do cerrado no perfil do
solo, dificultando a detec¢do de diferengas mais sutis; bem como a
contribuicdo heterogénea do carbono da mata ciliar, que é adicionado
preferencialmente sobre a superficie do solo pela deposi¢édo da serapilheira,
enquanto o carbono do cerrado € adicionado preferencialmente na camada do
solo onde se concentra o sistema radicular, pela morte/decomposicdo das
raizes das gramineas. Em trabalho anterior (Alcantara et al., 2004a) havia
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sido constatado, mediante analise isotépica de "°C, que na profundidade de 0-
5 cm de solo aproximadamente 50% do carbono remanescente da vegetagéo
de cerrado ja havia sido substituido por carbono derivado da vegetacao ciliar.
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Fig. 1. Fatores 1 e 2 no espaco F1-F2 para oito amostras de serapilheira, utilizando 20
picos da pir6lise de ligninas e trés fatores(a); e coeficientes no espacgo F1-F2 para os
20 picos da pirolise de ligninas, considerando oito amostras de serapilheira e trés
fatores(b). Legenda: F = mata ciliar e C = cerrado; a, b, ¢, d = blocos experimentais.

Desafios e Perspectivas

Apesar dos bons resultados que tém sido alcangados com a utilizag&o da Pi-
CG/EM na caracterizagdo quimica da MOS, alguns desafios ainda precisam
ser vencidos de modo a tornar a interpretacao dos resultados mais facil e, ao
mesmo tempo, mais precisa. Se faz necessaria uma maior énfase na
pesquisa sobre a identificagdo dos produtos e de suas possiveis origens, a fim
de subsidiar a atribui¢cdo de fontes aos compostos obtidos com a pirélise dos
materiais organicos. Além disso, € preciso ampliar as bibliotecas de
identificacao, tanto em numero, quanto em informag&o. Um grande desafio da
Pi-CG/EM é a formagéo de compostos mediante rearranjos durante a pirdlise,
o que leva a formacao de artefatos. Uma alternativa para este problema é a
realizagdo da pirélise na presenca do tetrametilamodnio (Fabbri et al., 1996;
Saiz-Jimenez, 1995).
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Devido ao fato de que a complexidade dos produtos obtidos com a Pi-CG/EM
dificulta a interpretacdo, a abordagem qualitativa/quantitativa, além dos
desafios apontados acima, precisa vencer o desafio da qualidade da semi-
quantificacdo. Para tal, as analises multivariadas tém se mostrado uma
excelente alternativa, permitindo reduzir o numero de picos de real
importancia para um dado conjunto de amostras, possibilitando assim, que se
faca uma comparacao “quantitativa” de amostras, a fim de detectar alteracdes
na composi¢ao quimica da MOS em fung&o do manejo do solo ou da cobertura
vegetal. No entanto, ainda se faz necessaria mais pesquisa sobre os melhores
tratamentos matematicos e estatisticos para os dados semi-quantitativos.

Apesar das dificuldades ainda por vencer, o alto grau de refinamento das
informacgdes obtidas; a facilidade de execucgéo das analises; e o0 baixo custo
dos equipamentos, quando comparados por exemplo a equipamentos de
RMN, séo vantagens bastante atrativas. Muito provavelmente, com o maior
desenvolvimento da técnica e da interpretacdo dos resultados, essas
vantagens fardo com que a Pi-CG/EM seja uma ferramenta cada vez mais
utilizada em estudos de caracterizagéo quimica da MOS.
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Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

Este livro contém informagdes valiosas sobre a dinamica da
matéria organica do solo em sistemas conservacionistas,
enfatizando técnicas modernas de analise e de simulagdo de
sistemas. Procura contribuir para a geracdo de
conhecimentos visando a manutencdo de produtividades
elevadas, ao mesmo tempo em que se preservam oS recursos
naturais. Neste sentido, a Embrapa Agropecuaria Oeste,
juntamente com seus parceiros nesta importante publicagao,
espera que este material contribua para a sustentabilidade
dos sistemas agricolas tropicais e subtropicais.

O texto esta dividido em duas partes. Na primeira, &€ abordada
a dindmica da matéria orgénica do solo, com énfase a
utilizacdo de modelagem matematica e simulagcdo de
sistemas. A segunda parte apresenta uma revisdo sobre
procedimentos metodolégicos, e alguns métodos auxiliares,
fundamentais ao entendimento da dindmica da matéria
organica do solo e a correta parametrizagéo dos simuladores.



