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A matéria organica ambiental ¢ o elo entre a biosfera, geosfera, hidrosfera e atmosfera sendo, portanto, fundamental
para a sustentabilidade do ecossistema. Estimativas da massa total de carbono organico do solo variam de 1,22x108 g de

carbono a 2,46x10'8 g de carbono, esse reservatorio, que excede a quantidade em todos os demais reservatorios superficiais,
interage com a atmosfera e afeta seu conteido em CO».

O conteudo de carbono estocado no solo corresponde a 3 ou 4 vezes a quantidade de carbono na biomassa assim
sendo, agdes que visem aumentar o estoque de carbono no solo sdo mais efetivas e factiveis que alterages no conteudo de
biomassa. Adicionalmente, como sera visto a seguir, um aumento do conteudo de carbono no solo aumenta sua fertilidade,
especialmente em condi¢Ges tropicais, € com isso o conteddo de biomassa vegetal que esse solo ¢ capaz de suportar em um
ciclo virtuoso.

Tendo em vista a magnitude dos diferentes estoques ¢ fluxos, fica claro a importancia da matéria organica do solo
no ciclo global do carbono e no planejamento de estratégias que visem mitigar as emissoes antropicas.

Dentre os diversos componentes do solo a matéria organica desempenha papel primordial na qualidade deste. Isso
decorre da influéncia que a quantidade e qualidade da matéria organica exercem sobre as propriedades fisicas, quimicas e
biolbgicas dos solos. Dentre essas propriedades destacam-se efeitos na melhoria e estabilidade de agregados, diminui¢io da
plasticidade, aumento da capacidade de retengdo de dgua, aumento da capacidade de troca de cations (CTC) e participacio
essencial na respiragdo microbiana de determinadas espécies. Adicionalmente a matéria organica ¢é, geralmente, o principal
sitio de sor¢ao para agrotdxicos e metais tracos no solo, tanto micronutrientes como toxicos. Esses efeitos sio particularmente
importantes nos solos tropicais, naturalmente dcidos e cuja fragdo mineral ¢ composta principalmente de argilas de atividade
baixa.

E para um melhor entendimento dessas importantes propriedades, quer seja sua estabilidade no ambiente, como sua
reatividade e servigos ecossistémicos que a matéria organica do solo presta, ¢ necessario caracteriza-la e conhecer sua
composicio e funcionalidades.

Porém, ¢ importante entender a dindmica da matéria organica do solo como um equilibrio dindmico em um sistema
aberto. Desta forma, a caracteristica quimica da matéria organica do solo ¢ apenas uma imagem momentanea de um estado
estacionario para este sistema ¢ um importante indicador das propriedades ambientais. Por se tratar de uma mistura complexa
de todos os compostos encontrados nos organismos vivos (seus precursores) em diferentes estagios de transformacao,
obviamente nao ha uma estrutura quimica Gnica da matéria organica do solo, nem das suas fra¢oes himicas, como nao hd,
por exemplo, uma estrutura, ou molécula de petréleo, isso pode ser um pouco frustrante para alguns dos nossos colegas
Quimicos, que se sentem mais confortaveis com um modelo molecular dos seus objetos de estudo, mas por outro lado ¢é
estimulante e desafiador entender e interpretar sua composicao tendo sempre em mente todo o processo que a originou.

Assim, se um sistema apresenta uma entrada continua de matéria organica fresca (biomassa), a microbiota do solo
ird consumir preferencialmente as fracoes mais labeis (por exemplo: carboidratos, proteinas etc.), ¢ as fracoes "menos
palataveis" (os compostos recalcitrantes e aqueles hidrofébicos, por exemplo: estruturas aromaticas policondensadas e acidos
graxos de cadeia longa) tendem a ser preservados. No entanto, se o equilibrio do solo for perturbado, por exemplo, pelo corte



da floresta ¢ mudanc¢a no uso da terra, ¢ resultar em uma diminuicio na entrada de matéria organica fresca, a comunidade
microbiana primeiro esgotara a fracdo labil e, entdo, sera sucedida por uma comunidade adaptada para consumir materiais
mais recalcitrantes. Da mesma forma, o tempo de residéncia de um material que antes era de longo, podera ser reduzido. Por
causa desse papel central da matéria organica do solo na qualidade do solo e de toda essa complexidade, essa necessidade de
se compreender o processo e nao apenas o objeto, que ¢ tao apaixonante o estudo da matéria organica do solo e as ferramentas
aqui apresentadas sdo algumas das mais poderosas neste intuito.

A. TECNICAS DE RESSONANCIA MAGNETICA APLICADAS NO ESTUDO
DA MATERIA ORGANICA DO SOLO
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1. CONCEITOS BASICOS
1.1. O momento magnético das particulas atdmicas ¢ o fendmeno de ressonancia magnética

A fundamentacio fisica da ressondncia magnética, tanto nuclear quanto eletronica, baseia-se nas propriedades
magnéticas das particulas atomicas, os elétrons e os nucleons (prétons e néutrons). Essas propriedades magnéticas, numa
visao classica, advém do fato que particulas carregadas eletricamente em rotagdo 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, porém com distribui¢ao de cargas nao uniforme (Freitas ¢ Bonagamba, 1999).

Esse momento magnético ¢ quantizado, ou seja, sé pode existir em certos valores discretos, definidos pelo numero
quantico de spin (#)> que indica a projecdo (componente) desse momento magnético, S,, em um eixo arbitrario. Na auséncia
de um campo magnético esses dipolos magnéticos estario alinhados aleatotiamente e os diferentes estados de spin (7= £ 1/2)
serdo equivalentes em energia, ou seja, degenerados. Porém, na presenga de um campo magnético externo, cuja dire¢ao ¢é
definida como sendo a diregao do eixo z de coordenadas cartesianas, eles assumirdo diferentes orienta¢oes distinguidas pelo
ndmero quantico 7, sendo uma delas, de menor energia, paralela a0 campo magnético e outra, de maior energia, antiparalela.
Os estados de spin de menor energia sio 7= +1/2 para os nacleons e 7= -1/2 para o elétron. A diferenca dos sinais para os
estados de menor energia ¢ devida a carga negativa do elétron.

A intera¢do do momento magnético da particula com o campo magnético levara, segundo as regras da mecanica
quéntica, a um diagrama energético cuja energia da particula serd restrita a certos valores discretos definidos pelos seus
respectivos numeros quanticos. Esses niveis energéticos sao dados pela relagao:

E=%*gpuBm, (Equagao 1)

sendo o sinal positivo para o elétron e negativo para os nucleons; g ¢ uma constante de proporcionalidade conhecida como
fator de Zeeman, fator-g ou valor-g e ¢ 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 préoton e o néutron os valores de g sio 5,5850912 e -3,8260837,
respectivamente (Freitas e Bonagamba, 1999); 11é o magnéton de Bohr (1) para o elétron (9,2740154 1024 ] 'T-!) e magnéton
nuclear (1,) para os nicleons (5,0507866 1027 J T-); B (em T) ¢ a densidade de fluxo magnético que por simplicidade ¢é
denominada apenas de campo magnético. Devido a diferenca de massa entre as particulas o magnéton de Bohr ¢ 18306 vezes
maior que o magnéton nuclear e assim o momento magnético do elétron ¢ 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).

5 Optou-se por indicar o nimero quantico de spin como 7 tanto para o elétron como para os nicleons, porém é comum encontrar-se a notagao x para o elétron e ; para os
nucleons.
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Campo Magnético (Tesla) n” referem-se ao elétron e aos nucleons, respectivamente.

Substituindo-se os nimeros quinticos de spin na Eq. (1), tém-se os valores de energia para cada estado (#7/2 g u B)
e a separac¢io de energia entre os dois estados, chamada de separagdao Zeeman, sera de:

AE=guB (Equagao 2)

Essa separa¢do aumenta linearmente com o aumento de B (Figura 1). Transi¢oes de dipolo magnético entre os dois
estados de spins ocorrem quando se faz incidir, perpendicularmente ao B, radiagdo eletromagnética cujos fotons possuem
energia /v igual a AE, onde 4 ¢ a constante de Planck (6,6260755 10-3* ] s) e v ¢ a frequéncia da radiacdo incidente, como
mostrado a seguir:

hv=AE =g uB: (Equagao 3)

Essa equago representa a condi¢do de ressonancia num experimento de ressonancia magnética e B, é o campo
magnético em que ocorte esse fendmeno (Figura 1). Assim pode-se atingir a condi¢do de ressonancia variando-se a frequéncia
da radia¢ao incidente ou 0 campo magnético externo.

Tanto as transi¢des para o nivel de maior energia quanto para o de menor sao igualmente provaveis, porém somente
ocorrera absor¢do liquida de energia pela amostra quando a populagio de spins do nivel de menor energia for superior a
populagio de spins de maior energia (Carrington e McLachlan, 1967). Quando as populacoes de spins desses niveis se
igualarem o sistema estard num estado de saturacio (Poole, 1983). Em um conjunto macroscopico de spins, submetido a um
campo magnético externo em equilibrio térmico e sem a aplicagao de radiacio eletromagnética que promova as transiges de
spins, a razao entre as populagdes de spins dos niveis energéticos pode ser satisfatoriamente descrita pela distribuicio de
Boltzmann:

n*/n = exp(-hv/kT) =1 - gpn B/kT (Equacio 4)

onde #* e 7 sdo as populagdes dos niveis de maior ¢ de menor energia respectivamente, £ ¢ a constante de Boltzmann
(1,380658 10?7 ] K1) e T'a temperatura (K) da amostra em estudo (Goodman e Hall, 1994). Assim a diminui¢do da temperatura
da amostra ou o aumento do campo magnético leva a um aumento da populacio de spins de menor energia e
consequentemente a um aumento da intensidade do sinal.

1.2 Tempos de relaxagao

Se a particula promovida ao nivel de maior energia retornasse ao seu estado fundamental emitindo radia¢ao nio seria
possivel detectar a absorcio liquida de energia, pois cada féton absorvido seria reemitido. Existem, porém, acoplamentos
entre os spins e 0 meio atdmico circundante que possibilitam a transferéncia de energia sem a emissio de um féton durante a
transi¢do do spin de volta para o nivel inferior. Esse processo ¢ denominado de relaxa¢ao spin-rede, ¢ possui um decaimento
exponencial com uma constante de tempo caracteristico (17) 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 transicio
do nivel de menor energia para o de maior energia nao pode exceder a taxa de relaxacdo de volta para o estado fundamental,
pois, nesse caso, havera a saturacio do sistema (Senesi, 1990). Pode haver relaxacao também pela transferéncia de energia de
um spin para outro, que ¢ conhecida como relaxagao spin-spin. Nesse caso, a relaxa¢ao spin-spin também tem um decaimento
exponencial com uma constante de tempo caracteristico 1> e a largura de uma linha espectral ¢ inversamente relacionada a T>.
Na auséncia de saturacio, quanto maior a taxa de relaxacdo ou seja menor T, mais larga sera a linha espectral (Weil et al.,
1994), perdendo-se resolugdo e até mesmo impossibilitando o registro do espectro pois pelo Principio da Incerteza,
AE At = h/2n, se o tempo de relaxacio for muito pequeno (At — 0), as linhas de ressonancia ficardo muito largas (AE — c0),
e ndo sairdo da linha base (ndo serdo percebidas). Isso frequentemente ocorre com os compostos de coordenagao inorganicos.
Nesse caso também a diminui¢dao da temperatura da amostra pode ser efetiva pois isso acarretaria um aumento dos tempos
de relaxagdo. Em certos casos, com fons de metais de transi¢ao, opta-se por adquitir o espectro em temperaturas de Nz ou
mesmo He liquidos (77 K e 4,2 K, respectivamente).
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1.3. Regras de selegio

As condi¢Ges para que a matéria absorva radiagdo eletromagnética estdo sumariadas nas regras de selecdao. As
transi¢Ges que sdao possiveis, de acordo com essas regras, sio chamadas de permitidas, enquanto as transicbes que nao
obedecem a essas regras sio chamadas de proibidas. E importante ressaltar que o termo proibido se refere a regras
estabelecidas para um modelo simples, de modo que transi¢des proibidas podem se tornar permitidas por mecanismos nao
incluidos nesse modelo simples. Porém, a intensidade de absor¢do ou emissio que ocorre com uma transi¢io estd relacionada
a probabilidade desse evento (transi¢do) ocorrer. Quanto mais provavel for o evento, mais intensa sera a absorcdo, assim,
transi¢Ges proibidas sdo de baixa probabilidade e logo ddo absor¢oes de baixa intensidade (Drago, 1992).

As regras de selecdo para RPE sdo: Aw, nuclear igual a 0 e A, eletronico igual a £ 1, ou seja, as transi¢des nucleares
e de mais de um spin eletronico sdo pouco provaveis. Ja para RMN temos como transi¢oes proibidas as de spin eletronico e
as de mais de um spin nuclear.

1.4. O spin total resultante

Em sistemas atdmicos e moleculares nao mais do que dois elétrons podem ocupar um dado orbital espacial ¢ quando
dois elétrons ocupam um mesmo orbital seus nimeros quanticos de spin () sempre terdo sinais opostos, ou seja, esses
elétrons estardo emparelhados tendo seus spins antiparalelos, o que ¢ expresso pelo Principio de Excelusio de Pauli. Nesse caso o
momento magnético de cada elétron cancela o outro, resultando que orbitais completos ndo sio 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 nucleons, a soma dos spins desemparelhados de dada
espécie ¢ o spin total resultante sendo representado por S no caso de spin eletronico e I no nuclear.

Na presenc¢a de um campo magnético externo cada spin desemparelhado poderd assumir duas diferentes orientagdes
(paralelo e antiparalelo em relagdao ao campo magnético externo), com isso a proje¢ao do momento magnético resultante no
eixo de coordenadas cartesianas yadota 2.5 + 7 ou 2 I + 7 (multiplicidade) diferentes otientacoes (Figura 2).
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Figura 2. Otientacio quantizada do spin; o e B sdo os
-12 estados de spin +1/2 e -1/2 respectivamente, 0 eixo g tem
como unidade 7. (a) S = 1/2 ¢ (b) S = 1. Os sub indices “¢”
1 B. B, e “n’ referem-se ao elétron e aos nucleons,
o o respectivamente.
@ (b)
1.5. Interagoes magnéticas

A condi¢ao de ressonancia dada pela Eq. (3) depende de constantes proprias da particula em questio (ge ) e do B,
porém o campo magnético efetivo (By,) a que determinada particula ¢ submetida nio ¢ necessariamente apenas o B aplicado.
Adicionalmente a esse podem existir campos magnéticos locais (By.), decorrentes de outras interagdoes magnéticas, que se
somam vetorialmente ao B para produzir o By, que age sobre a particula. Devido a isso, a condigao de ressonancia dada pela
Eq. (3) ocorrera em um valor de B diferente daquele para a particula livre ou haverd o desdobramento da linha de ressonancia
em multipletos. Exemplos de By, sio os decorrentes do movimento orbital dos elétrons e do momento magnético das demais
particulas. De fato, se ndo houvesse essas interacoes os espectros de RPE ¢ RMN limitar-se-iam apenas a uma linha simples
com g igual a0 valor da particula livre ndo fornecendo quaisquer informagdes a respeito do atomo ou molécula ao qual essa
particula dotada de momento magnético pertence. Na pratica essas interagoes produzem uma multiplicidade de fascinantes e
uteis fendmenos observaveis pela RMN e RPE (Weil et al., 1994).
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1.5.1. A energia Zeeman

Um campo magnético externo induz os elétrons de um atomo ou molécula a fazerem um movimento de precessio
ao redor da diregdao desse campo e esse movimento circular gera uma componente de campo magnético contraria ao B (Le/ de
Leng), e em se tratando de nucleons (RMN) esse By, ¢ um importante componente para o By, de tal sorte que a Eq. (3) pode
ser modificada para:

hv = AE = g, pa (1-0) B (Equagao 4)

onde ¢ ¢ chamada de constante de blindagem cujo valor é da ordem de 10¢. O grau de blindagem depende da
densidade de elétrons ao redor do nucleon em questio. Com isso o nicleon serve como uma sonda para o ambiente quimico
(densidade eletronica) em que estd inserido. F importante ressaltar que mesmo elétrons emparelhados geram esse By, embora
a magnitude desse seja muito menor do que daquele gerado por elétrons desemparelhados (Silverstein et al., 1991).

Para o caso eletronico, elétrons emparelhados ou em orbitais estéricos (orbital 5) ndo contribuem significativamente
para alterar o By. Apesar disso a energia de ressondncia do elétron pode diferir muito do wvalor tedrico
by = AE = 2,0023193 up B, do elétron livre. Em RMN ¢ usual considerar-se que o g, ¢ uma propriedade inerente dos nucleons
e qualquer corre¢ao na energia Zeeman sao interpretadas como efeitos de blindagem — Equacio (5). Ja os espectrocopistas
de RPE preferem descrever as mudangas na energia Zeeman como alteragdes do momento magnético efetivo do elétron, ou
seja, o valor-g ndo ¢ uma constante ¢ pode ser diferente em diferentes situagoes, com isso o valor-g medido experimentalmente
pode diferir muito do g.

O momento angular intrinseco de spin do elétron desemparelhado ¢ associado com um valor-g igual ao g, porém o
movimento orbital desse elétron pode dota-lo de um pequeno momento angular orbital que altera 0 momento magnético
efetivo e, consequentemente, o seu valor-g (Carrington e MclLachlan, 1967). Assim o valor de g em espectroscopia de RPE ¢
utilizado na caracterizacdo de grupos de atomos das estruturas moleculares, como os nimeros de onda (A1) de uma
determinada banda de absor¢do em espectroscopia no infravermelho, ou o comprimento de onda do maximo de absor¢ao
(Am) em espectroscopia eletronica (ultravioleta - visivel).

1.5.2. O acoplamento hiperfino e super-hiperfino

Os momentos magnéticos dos elétrons e dos nucleons podem ser acoplados via intera¢ao de contato (contato de
Fermi) sendo a constante de acoplamento 4, com dimensio de energia proporcional a densidade do elétron desemparelhado
no nucleo. Assim sendo a interagdo de contato s6 pode ocorrer quando o elétron desemparelhado possuir uma probabilidade
finita de densidade no nucleo. Logo, elétrons em orbitais p, d, /e superiores, que tém func¢oes de onda com nds no nicleo
(densidade eletronica nula) precisam ter algum carater de orbital s para que possa ocorrer a interagdo via interacdo de contato
(Carrington e MclLachlan, 1967).

Entretanto, no estado liquido, outro mecanismo pode viabilizar o acoplamento dos momentos magnéticos dos
elétrons e dos nucleons e quanto mais eficiente for esses mecanismos maior sera a constante de acoplamento. O primeiro
mecanismo ¢ a interacio de troca na qual ocorre a polarizagdo dos spins eletronicos de orbitais s cheios pelo elétron
desemparelhado de orbitais cuja densidade eletronica no nucleo seja zero (orbitais p, d, £...). Como esses elétrons “internos”
sofrem a influéncia tanto do momento magnético eletronico quanto do nuclear, eles efetivamente acoplam esses dois sistemas.
O segundo mecanismo ¢ a interagao dipolar que, como ja visto na se¢ao anterior, depende da distancia e da orientacio relativa
das particulas em interacio, sendo que, a orienta¢do do spin nuclear é governada pelo campo magnético aplicado enquanto a
do elétron desemparelhado depende de qual orbital ele estd e da orientagdo da molécula ou dtomo em relacio ao campo
magnético aplicado.

Quando um elétron desemparelhado, que possa interagir com um nucleo com spin diferente de 0, for submetido a
um campo magnético externo esse elétron estard submetido também a um campo magnético inerente do nucleo que pode ser
somado ou subtraido ao campo externo, ou seja, o B, experimentado pelo elétron desemparelhado serd a soma do B com o
Bl gerado pelo spin nuclear.

O acoplamento ¢ chamado de hiperfino para o caso em que o elétron desemparelhado interage com seu préprio
nucleo e super-hiperfino quando a intera¢io ocotre com o spin nuclear de nicleos adjacentes. Para o caso de I = 1/2 a linha
de RPE sera dividida em duas (Figura 3) e a separacdo dessas linhas corresponde ao valor da constante de interagdo hiperfina
ou super-hipetfina (a). O ndmero de linhas dessas intera¢oes ¢ dado pela multiplicidade dos estados de spin nuclear (21 + 7).
Experimentalmente mede-se a sepatacio entre as linhas dos multipletos (41 = @ ¢’ 15”) em unidades de campo magnético (T).
Esse valor pode ser positivo ou negativo sendo que, para os objetivos desse trabalho, serd considerado apenas seu valor
absoluto. E comum, também, encontrar a constante de acoplamento hiperfino ou super-hipetfino em unidades de cm! ou
MHz. A relagio entre essas unidades é: A (mT) / a (cm™) = 2141,9497 / g e a (cm™) = 3,33546 10-> .4 (MHz). O valor da
constante de acoplamento hiperfino ou super-hiperfino depende do grau de interacio que ocorre entre o(s) elétron(s)
desemparelhado(s) e o nicleo em questio.
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Figura 3. Niveis de energia e o respectivo espectro de RPE para um sistema com
§=1/2¢1=1/2 (linhas cheias) e § =1/2 ¢ I = 0 (linhas pontilhadas). As setas
B— denominadas £, /e 7 representam as transi¢oes permitidas.

Em alguns casos o elétron desemparelhado pode estar deslocalizado sobre diversos atomos idénticos, por exemplo
complexos metdlicos polinucleares e radicais livres organicos. Nesses casos o numero de linhas sera dado por: (2#1 + 7),
onde 7 é o numero de nicleos equivalentes com quem o elétron desemparelhado interage.

1.6. Area sob a linha de ressonancia

A area sob a linha de ressonancia serd proporcional a concentracio da espécie responsavel por essa linha desde que
o espectro tenha sido adquirido em condi¢bes quantitativas, ou seja, quando nao houver, por exemplo: saturagio do sistema;
supressao de sinais decorrentes de caracteristicas da prépria amostra; ajuste inadequado de pardmetros. Porém, a quantificagao
absoluta utilizando técnicas de ressonancia magnética, em substancias humicas raramente ¢ efetuada. O que se faz
frequentemente ¢ uma quantifica¢io relativa dos diferentes grupos quimicos (RMN), ou da espécie paramagnética em relagao
a um padrao (RPE).

2. A ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA (RPE)
2.1. Introducio

A RPE ¢ um ramo da espectroscopia na qual a radiacio eletromagnética, normalmente na frequéncia de micro-ondas,
¢ absorvida por moléculas, fons ou atomos possuindo elétrons com spins desemparelhados, que sao chamados de centros
paramagnéticos (Drago, 1992), quando esses sdo 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 detec¢ao
de elétrons desemparelhados e a caracterizacio de seu ambiente quimico. Substancias diamagnéticas, ou seja, aquelas que nao
possuem elétrons desemparelhados, ndo podem ser detectadas por RPE e, portanto, nio interferem nos experimentos
envolvendo substancias paramagnéticas.

Com a RPE ¢ possivel analisar-se nido destrutivamente amostras sélidas, liquidas e gasosas. E uma técnica
extremamente sensivel e sob condi¢bes favoraveis o limite de detecgdo para centros paramagnéticos encontra-se no intervalo
de 10 a 1012 spins g, o que equivale a parte por bilhdo. A resolucio, porém, ¢ perdida quando os centros paramagnéticos
estdo proximos o suficiente para que ocorra significante interacio dipolar entre eles. Portanto essa técnica aplica-se,
primariamente, na caracteriza¢io de espécies magneticamente diluidas (Goodman e Hall, 1994) porém, diferentemente da
espectroscopia no infravermelho, em RPE a dilui¢do de amostras sélidas nido ¢ obtida pela simples mistura com um po
“silencioso” (diamagnético) mas sim ha a necessidade da dilui¢io dos centros paramagnéticos em nivel molecular. No caso de
solugdes, solventes com alta constante dielétrica (por exemplo agua) ndo sio recomendados pois ocorrem perdas de poténcia
da energia aplicada na forma de micro-ondas pela interagio do solvente com a componente elétrica dessa, assim como
aquecimento e outros problemas (Parisch, 1990). Porém ¢ possivel a aquisi¢ao de espectros nessas condi¢des utilizando as
celas planas (“flat cells”) ou tubos capilates especiais.

A maioria dos experimentos em RPE ¢ efetuada em uma frequéncia ao redor de 9 GHz, que ¢ conhecida como
banda-X de frequéncia, ou de 35 GHz (banda-QQ). Com essas frequéncias o B, de um elétron livre sera de 321,1 mT e
1248,9 mT, respectivamente. Essas frequéncias foram escolhidas pois ja havia equipamentos que as utilizavam tais como
radares marinhos (9 GHz) e de acroportos (35 GHz) (Parisch, 1990). Ha, no entanto, experimentos executados em outras
frequéncias de micro-ondas tais como de 1 a 2 GHz (banda-L, B, = 35,7 ¢ 71,4 mT), 3 a 4 GHz (banda-S, B, = 107 ¢
1427 mT), 24 GHz (banda-K, B, = 856,4 mT), 50 GHz (banda-V, B, = 1784,1 mT) ¢ 95 GHz (banda-W, B, = 3389,8 mT).
Normalmente os experimentos de RPE sio efetuados a temperatura ambiente, porém, sobre certas circunstancias, torna-se
interessante efetud-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 organicos, complexos metalicos
paramagnéticos ¢ estados tripletos excitados de moléculas diamagnéticas (Bunce, 1987). Para a aquisicio de um espectro de
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RPE a amostra ¢ colocada dentro de uma cavidade ressonante cujas dimensGes sdo ajustadas a frequéncia de micro-ondas
utilizada e, logo, ¢ impossivel variar essa frequéncia sem variar as dimensoes da cavidade. Assim, por questdes praticas, ¢ mais
conveniente submeter a amostra a radiacdo de micro-ondas com frequéncia fixa e conhecida e variar B (Parisch, 1990). Isso
provoca a varia¢io de AE até que a condi¢ao de ressonancia, dada pela Equagio (3), seja atingida e ocorra a transi¢ao de spin
com a absor¢do de energia que ¢ detectada pelo equipamento.

Geralmente os espectros de RPE sao adquiridos na forma de primeira detrivada do espectro de absor¢io (Figura 3b).
A resolucio pode ser melhorada pela aquisicao do espectro em segunda derivada (Parisch, 1990), entretanto a relagdo sinal-
ruido em espectroscopia diminui geometricamente com sucessivas derivacoes (Starsinic et al., 1984).

2.2. O fator-g

O momento angular orbital do elétron ¢ caracterizado pelo nimero quédntico secundario (representado por /), que
especifica o seu modulo, e pelo numero quantico magnético (), que especifica a sua orienta¢do com respeito a um dado eixo
z. Os valores de /variam de O a n—1 (5, p, d, /, g...), sendo # o ndimero quantico principal, e 7 varia de —/a +/ A soma dos 7
de todos os elétrons em orbitais incompletos fornece 0 momento angular orbital total que ¢é representado por L (5, P, D, F,
G...) e o estado desse atomo pode set representado por @I, onde o subsctito a esquerda é a multiplicidade de spin (secio
1.4). A seguir sao dados alguns exemplos de configuragdes:

i+ Fe3t, Mn2* Cu*
d,L=2¢D) d5, L. =0 (°S) d°, L =2 (D)
I O e K K E N e B KR B KN
+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, a0 momento angular de spin (Goodman e Hall, 1994). Quando h4 significativa contribui¢do desse momento
angular orbital a0 momento magnético total do elétron desemparelhado o valor de g pode desviar significativamente do g.

Desvios do valor-g do g (g — g = Ag) podem ser explicados com a seguinte analogia: campos cristalinos removem a
degenerescencia dos orbitais 4 dos metais de transi¢ao®, ou seja, quando esses atomos estio formando complexos os ligantes
provocam distor¢Ges dos orbitais alterando a energia desses. Com essa remogao da degenerescéncia o elétron desemparelhado
nao terd acesso indiscriminado a esses orbitais, tendo uma maior densidade no orbital de menor energia. Entretanto, a mistura
do estado fundamental com estados excitados ¢ possivel e essa transicio pode ser pictoricamente compreendida como um
movimento do elétron desemparelhado entre orbitais “vizinhos”. Por exemplo, transicoes di2,? <> d, e d? <> d,, gerando um
Bl paralelo e outro perpendicular ao B, respectivamente (regra da mao direita), o que alteraria o valor-g desse elétron. A
magnitude de Ag ¢ inversamente proporcional a separagdo energética entre esses orbitais, pois grandes diferengas energéticas
entre os orbitais dificultam o movimento eletronico hipotético.

A forma geral para o valor-g obtido é dada por:
g=g —nlAE! (Equagio 06)

onde 7 é o coeficiente de mistura entre os orbitais envolvidos, e é obtido do chamado “pentigono magico” (Figura 4), 4 é a
constante de acoplamento spin-6rbita para o atomo livre e que serd positiva para dtomos com menos de cinco elétrons 4 e
negativa para mais de cinco elétrons d. O valor absoluto de A depende do estado de oxida¢io do atomo, mas aumenta

rapidamente com o aumento do nimero atomico, e AE ¢ a separagdo em energia desses orbitais que pode ser obtida de
espectros eletronicos (Parish, 1990).

6 Esses orbitais sio designados dv, dxz, di2, dyz, € di2,? sendo o orbital ;2 coincidente com o eixo g, di2,2 coincidente com 0s €ixos x;, y € dy, dv, dy coincidentes com a bissetriz dos
Gz 305 Bz : i X v iz
eixos indicados pelos subscritos.
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Figura 4. “Pentdgono magico” utilizado para a obtengdo do coeficiente de mistura
X2y s xy (nimero nas setas) dos pares de orbitais d.

Devido ao fato de A aumentar e AE diminuir com o aumento do nimero atdmico observa-se que radicais livres
organicos apresentam valores de g proximos a0 g, enquanto metais de transicio podem apresentar grandes deslocamentos do
valor-g em relagdo ao g,.

Utilizando a constante de acoplamento spin-6rbita e a AE obtida de espectros eletronicos dificilmente se consegue
reproduzir os valores de g experimentais obtidos dos espectros de RPE. Para ajustar esses valores experimentais modifica-se
a BEquacgoes (6) para:

g=g—knlAE! (Equagio 7)

onde o fator £ ¢ sempre menor do que um e inversamente relacionado ao carater covalente das ligagdes do complexo. Esse
carater covalente deslocaliza o elétron desemparelhado na direcio dos ligantes reduzindo assim sua contribui¢do orbital ao

momento magnético total com consequente reducio de Ag.

2.3. Anisotropia do fator-g e sistemas rigidos nao 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 questio possua uma simetria esférica ou cibica apenas um valor de g serd obtido,
independente da orientagdo desse radical em relagio ao campo magnético externo (isotropia). Porém para radicais de menor
simettia o fator-g pode variar de acordo com a orientagao do orbital contendo o elétron desemparelhado em relagdo ao campo
magnético externo (anisotropia).

Ao analisar-se um monocristal, com anisotropia em g, o valor medido desse parametro serd dependente da orientagao
dos eixos desse monocristal em relagdo ao B, portanto, trés valores caracteristicos, g., g ¢ &, podem ser obtidos e esses valores
fornecem informacdes a respeito dos eixos principais de simetria do orbital contendo o elétron desemparelhado. No caso de

simettia axial, g. = g, ¢ ambos sdo designados por g1, ¢ g ¢ designado g/, (Goodman e Hall, 1994).

Por outro lado, quando o movimento de rotagao aleatério dos atomos ou moléculas atinge taxas consideravelmente
maiores do que a frequéncia de operagio do espectrometro, qualquer anisotropia se anula durante o tempo requerido para
excitar-se o sistema. Sendo assim, em qualquer instante o conjunto de atomos ou moléculas terd todas as possiveis orientagoes
em relagdo ao campo magnético externo e o espectro resultante serd “aparentemente’ isotrépico e terd apenas um fator-g. E
interessante ressaltar que a frequéncia de operacio dos espectrometros de RPE ¢ na faixa das micro-ondas (GHz) de tal sorte
que para a anisotropia ser nula a taxa desse movimento rotacional, dada pelo inverso do tempo de correlagao, deve ser muito
elevada. Com isso macromoléculas, ou mesmo fons 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 nio orientados, tais como amostras sélidas na forma de p6 e solucoes congeladas, todas as
possiveis orientagdes ocorrerdo aleatoriamente, mantendo-se, contudo, as posicoes moleculares. Cada molécula com uma
orientac¢do particular tem seu proprio fator-g e o espectro resultante ¢ a soma dos espectros individuais de cada molécula. Para
um sistema isotrépico apenas um valor de g sera obtido (Figura 5a).
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Figura 5. Espectros de RPE de amostras nido orientadas (p6 ou
solucdo congelada); absorcdo (superior) e primeira derivada
g, (inferior) sendo: (a) sistema isotropico; (b) com simetria axial e (c)
com simetria rombica.
@) ) ©

Para o caso da simetria axial, em base puramente estatistica, havera poucas moléculas com o eixo principal de simetria
paralelo a0 campo magnético externo e muitas moléculas com o eixo principal de simetria perpendicular a ele de modo que a
intensidade de absor¢do do sinal correspondente ao g/ serd maxima (Parisch, 1990). Assim, em primeira derivada, mede-se o
g1 na posicdo onde a linha de ressonancia passa por zero e 0 g/, em um maximo ou minimo, dependendo se ele for maior ou
menor que o gs, respectivamente (Figura 5b). Jd para um centro paramagnético com simetria rombica trés valores de g serdo
observados no espectro (Figura 5c¢).

Frequentemente, a determinagdo dos valores-g diretamente dos espectros ¢ dificil e ha a necessidade de simular esses
espectros com o auxilio de métodos computacionais.

2.4. A separagdo de campo zero (intera¢io fina)

No caso em que fons ou moléculas possuam mais de um elétron desemparelhado préximos (5 > 1/2) haverd uma
interacio entre 0os 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) eletronico(s)
do(s) outro(s) elétron(s) desempatelhado(s). Essa interacio magnética, que ocorre via acoplamento spin-6rbita, pode remover
a degenerescéncia (provocar a separacio de energia entre os estados de spin) mesmo na auséncia de campo magnético externo
e essa quebra de degenerescéncia ¢ chamada de separagao de campo zero (D). A principio ela € zero para simetria estritamente
cubica, porém a separagdo de campo zero ocorre na vasta maioria dos casos (Parish, 1990). Quando D for igual a zero as
diferentes transi¢oes permitidas ocorrerdo em um mesmo valor de campo magnético externo e apenas uma linha de
ressondncia sera obtida (Figura 6a).

Porém, quando D for diferente de zero, os niveis energéticos nao mais serdo degenerados na auséncia do campo
magnético externo (Figura 6b) e essa separacio em energia serd dada por D $? Devido a essa separacio de campo zeto as
diversas transi¢oes de ressonancia magnética nao mais coincidirdo e uma série de linhas serd obtida (estrutura fina do espectro).
A intensidade relativa dessas linhas serd dada pot (8 + m, + 1) (§ - ;) quando D for pequeno em relagio a / vvisto que todos
os niveis serdo populados. Por outro lado, quando D for grande em relagio a 4 v (Figura 6c¢) as transi¢coes 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 separacio de campo zero pode ser anisotrépica, ou seja, depender da orientagdo, e ¢ convencionalmente
representada por duas constantes independentes, que sio os pardmetros de campo cristalino E (distor¢do rombica) ¢ D
(distor¢io axial). E comum tepresentar essas constantes como A = /D cujos valotes estio restritos a A <1/3, assim, no caso

de méxima distor¢io témbica o pardmetro A sera igual a 1/3, para simetria axial E=0 e D#0, e para simetria ctbica
D = E =0 (Drago, 1992).
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Figura 6. Diagramas de energia e respectivos espectros de RPE para sistemas § = 5/2. (a) Em simetria cibica D = 0; (b) em
simetria menot que a cibica com D <<} ve (c) com D >> ) ve E/D = 1/3, p. ex.: Fe’* em sitio rombico. D é a separa¢io
de campo zero, os nimeros sob as linhas de ressonancia em (b) sao as suas intensidades relativas. Cada par de niveis energéticos
formado pot & 7 é chamado de dubleto de Kramer (spin efetivo de 1/2) sendo indicados em (c) por Ki, Kz e K.

2.5. Espectros de RPE de materiais magneticamente ordenados

A interacdo entre os momentos magnéticos de fons paramagnéticos muito proximos resulta em um forte
acoplamento dipolar. Isso usualmente produz espectros com linhas muito largas, especialmente se houver qualquer nio
homogeneidade no arranjo espacial desses fons. Esse tipo de sinal ndo fornece muitas informagoes a respeito das caracteristicas
fisicas e quimicas da amostra (Goodman e Hall, 1994).

Em substancias humicas a interacdo dipolar entre fons Fe3*, principalmente como contaminantes inorganicos tais
como na forma de déxidos ou hidréxidos, ¢ a principal responsavel pelas linhas largas centradas em g = 2 frequentemente
observadas em seus espectros, o que dificulta ou mesmo impossibilita a andlise desse tipo de material por RPE.

2.6. Sondas de RPE frequentemente detectadas em substancias humicas

As espécies paramagnéticas frequentemente detectadas por RPE em substancias humicas sio: Fe’*, Mn?*, Cu?*,
VO?2* ¢ radicais livres organicos. E ao comparar os paraimetros obtidos dos espectros de RPE com os da literatura é possivel
inferir sobre o estado de oxidac¢do, a simetria ¢ os ligantes desses {fons paramagnéticos dentre outras informacoes. Essas
informag¢des podem ser relacionadas com a estabilidade desses complexos e sua consequente disponibilidade para as plantas
e potencialidade de liberagio no ambiente, assim como avaliar o potencial oxi-redutor das substancias humicas. Porém, ¢é
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também possivel, em trabalhos mais elaborados, obter mais informag¢des acerca das ligagdes entre os atomos, sobre a
distribui¢io do elétron desemparelhado nas moléculas ¢ a respeito do ordenamento dos niveis de energia nos compostos
paramagnéticos (Mangrich e Vugman, 1988).

2.0.1.  Fe¥*

Na crosta terrestre o ferro ¢ o quarto mais abundante de todos os elementos e o primeiro entre os metais de transi¢ao.
Em consequéncia disso ¢ encontrado em diversos constituintes do ambiente como argilas, matéria organica ambiental ¢ em
sedimentos organicos e inorganicos em geral, além de seres vivos. O fon Fe3*, cujo isétopo mais abundante (*°Fe, 91,72% de
abundancia natural) possui I = 0, tem uma configuracio 3d> e dependendo do campo ligante ao qual esta submetido, podera
set S=5/2,8§=3/2eS=1/2. O Fe?* (3dS, S = 2), embora paramagnético, nio é obsetrvado a temperatura ambiente devido
a0 T extremamente curto produzindo linhas muito largas. Mesmo na temperatura do He liquido (aproximadamente 4 K) a
largura da linha de ressonancia dessa espécie ¢ usualmente de 50 mT (Drago, 1992).

O estado S = 5/2 ¢é o frequentemente detectado por RPE em substincias hamicas e por se tratar de um estado S
(L. = 0) ndo ha contribui¢io orbital para o 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 separa¢io de campo zero pode tornar-
se significativa, o que dependera da simetria do complexo, e com isso temos que Fe’* em simetria ctubica, por exemplo fons
hidratados em complexos de esfera externa, apresentard um sinal isotrépico com g g.

Ja em simetria axial a separacdo de campo zero (D) pode ser muito maior do que a frequéncia de operagiao do
espectrometro (D >> ) V) resultando em um espectro anisotrépico com g/ = g, e gL = 6. Esse tipo de sinal, observado em
alguns espectros de substancias himicas (Senesi, 1990), pode ser atribuido a fons de Fe3* ligado a quatro atomos de nitrogénio
no plano equatorial, como no caso de complexos Fe3™-porfirinas. Essa estrutura pode ter sua origem na clorofila residual
incorporada as substancias humicas, onde o Fe3* substituiu o fon central de Mg?" (Filip et al., 1985), ou sintetizada por
microrganismos do proprio solo (Mangrich et al., 1998).

Finalmente, com maxima distor¢io rombica, o espectro resultante apresentara um sinal em g = 4,3 e outro, de menor
intensidade, em g = 8,9 (Figura 16¢). O sinal da transi¢ao do dubleto K normalmente nao é observado a temperatura ambiente
devido a baixa populagio de spins nesse dubleto. Linhas de ressondncia com fator-g préximo a 4,3 sao comuns em espectros
de RPE de minerais e de complexos organicos de Fe3*. Porém, ¢ importante ressaltar que isso ndo ¢ devido a uma preferéncia
do Fe3* por ambientes com simettia rombica ou aproximadamente rémbica (4 = 1/3), mas sim devido 2 alta isotropia da
transicao #(-3/2) — n(+3/2) nessa condicio, visto que os trés valores-g (2., g € g) sdo coincidentes (Figura 16c). Muitas
outras transi¢bes do Fe3™ em sitios com separa¢io de campo zero, porém de maior simetria, apresentam uma alta anisotropia
dos seus valores-g ¢ em sistemas ndo orientados produzem linhas largas, ¢ consequentemente de baixa amplitude (Goodman
e Hall, 1994).

Outro aspecto importante em relacdo a esse sinal, frequentemente observado em espectros de RPE de substancias
hdmicas, ¢ que devido a: sua similaridade com os mesmos sinais de Fe3* observados em argilas; sua resisténcia a tratamentos
de hidrolise 4cida, formacio de complexos e redu¢ao; e, como muitas vezes, o tratamento de amostras de substancias humicas
com sais de Fe?* nio leva a formacio desses centros (McBride, 1978) ndo se pode excluir a possibilidade dele ser devido aos
contaminantes minerais invariavelmente encontrados em substiancias hiimicas.

2.6.2. Mn?*

Assim como o Fe3*, o Mn?" também apresenta uma configuracio 3d® porém em substincias humicas seus
complexos normalmente sao de alta simetria e, consequentemente, a separa¢io de campo zero ¢ pequena, sendo de pouca
importincia. Devido a isso os valores-g de seus complexos sio proximos ao g. Outra importante diferenga é que o is6topo
55Mn, cuja abundancia natural é de 100%, possui I = 5/2 resultando em um sexteto cuja constante de interacio hiperfina (A)
varia de 5 a 10 mT (Parisch, 1990). Em complexos com mesmo numero de coordenacio o valor de 4 aumenta quase que
linearmente com o aumento do carater i6nico das ligagSes. Por outro lado, em complexos com ligacdes cujo carater idnico é
similar, os valores de A sido 5 a 10% menores nos complexos tetraédricos em relacdo aos octaédricos (Title, 1963).

Os valores de A4, normalmente obtidos para os complexos de Mn?* com substancias humicas, indicam coordenacio
a atomos de oxigénio em sitios octaédricos sendo que valores entre 9,3 ¢ 9,6 mT (87 10 ¢ 90 104 cm™!) sdo consistentes com
complexos de esfera externa (Lakatos et al., 1977) onde o Mn?>" mantém sua esfera interna de hidratacio, ou seja, o Mn?*
solvatado - [Mn(H2O)e|*™ - ¢ adsorvido principalmente por atragao eletrostatica (Senesi, 1990). Ja valores de A entre 8,4 ¢
8,8 mT (78 10 ¢ 82 10-* cm™) indicam complexos em esfera interna sendo que os grupos funcionais possivelmente envolvidos
seriam o carboxilico, as hidroxilas fenélica e alcodlica, a carbonila e a metoxila (Schnitzer ¢ Khan, 1978). Caso o Mn?* estivesse
coordenado a quatro atomos de nitrogénio (Mn-porfirinas) os valores de A seriam menores (7,4 mT ou 69 104 cm!) sendo
que nio se conhece relato desse tipo de complexo em substancias humicas.
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Outro aspecto importante da interacio hiperfina, pouco explorado na analise de substancias humicas por RPE, ¢ a
frequente ocorréncia de algumas linhas adicionais entre as linhas do sexteto. Essas linhas adicionais sdo atribuidas as transi¢oes
proibidas Aw; eletronico e nuclear igual a = 1. A intensidade dessas linhas adicionais em relacio a intensidade das linhas
decorrentes das transi¢oes permitidas pode ser utilizada na estimativa da separacdao de campo zero (D) quando D <</ v, o

mesmo podendo ser feito utilizando a eventual divisao das linhas do sexteto permitido, principalmente em campo alto
(Abragam e Bleaney, 1986).

A andlise da largura das linhas do sexteto dos espectros de Mn?* também pode fornecer informagdes interessantes a
respeito da dinimica dos seus complexos com substancias humicas, tais como a rapida troca entre os fons de Mn?* em solucao
e adsorvidos e eventuais distor¢oes da esfera de coordenacio quando da sua adsor¢io (McBride, 1978).

Em relacio a métodos de troca idnica a espectroscopia de RPE tem se mostrada mais sensivel, conveniente e rapida
para a determinacio das constantes de equilibrio dos complexos de Mn?* com substancias himicas (Senesi, 1990).

2.63. VO

Os nimeros de oxida¢io do vanadio sdo, +2, +3, +4 ¢ +5 sendo que o ultimo ¢ diamagnético e o estado +3, 3d?,
embora paramagnético, usualmente nio ¢ detectado em estruturas octaédricas devido aos curtos tempos de vida produzindo
linhas muito largas na temperatura ambiente. Esse estado normalmente ¢ detectado a aproximadamente 4 K (He liquido) ou
em estruturas tetraédricas. Tanto o estado +2 quanto o +4 sao facilmente detectaveis sendo que o estado +2 ¢ instavel e é
facilmente oxidado ao estado +4. Normalmente o V4T esta sob a forma do seu oxication mais comum, o fon vanadilo (VO?*),
em complexos VOL, axiais (piramide de base quadrada, sendo o ligante axial o O do fon vanadilo).

O VOt é um sistema o' com o elétron desemparelhado no orbital d,,, assim as transi¢cdes eletronicas possiveis sio

dy <> d27 e dy > dyd,, e como esse fon possui menos de cinco elétrons da constante de acoplamento spin-6tbita é positiva
(248 cm™), resultando em fatores-g menores que o g:

g/, =2,0023 - 8k 248 / AE(dyy - d2d) 5 g1 =2,0023 - 2k’ 248 / AE(dy - dyz, dy) (Equacio 8)
Valores tipicos sao 1,97 > g,/ > 1,93 ¢ 2,00 > g1 > 1,96 (Parish, 1990).

O 51V (99,75% de abundancia natural) possui [ =7/2 e a estrutura hiperfina, com oito linhas, é usualmente
observada. A constante de interacdo hiperfina (A) pode ser anisotrépica com A, sendo sempre maior do que A/ e quando
estdo 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 po, solu¢oes congeladas, materiais mal cristalizados, ou
vidros nio se distinguem todas as dezesseis linhas porque algumas delas estio superpostas, principalmente na parte central do
espectto.

Ambos os parametros g e A refletem a natureza dos ligantes do vanadio e hd uma alta correlacio negativa entre esses
parametros. Com o aumento da covaléncia, a energia do estado excitado aumenta e esse aumento da separacio entre os niveis
energéticos dos orbitais d (AE) leva a um aumento do valor g aproximando-o do g, além disso, como visto no item 2.2, o
aumento do carater covalente também reduz Ag. Ao mesmo tempo, com a ligagao mais covalente, a deslocaliza¢do do elétron
desemparelhado reduz a constante de interacio hiperfina. Os valores de g// e A/, sdo utilizados para diagndstico pela maior
amplitude de variacio em rela¢do aos parametros perpendiculares e em solu¢do, onde apenas os valores isotropicos sio
obtidos. Nesse caso, os valores de g, apresentam maiores variacdes do que A;, (Parish, 1990). E possivel a comparagio de
dados obtidos em sistemas rigidos ndo orientados com aqueles obtidos em solugdo, para isso basta calcular as médias
aritméticas dos pardmetros anisotropicos, por exemplo: g, = <g>=1/3 2 g + g/), porém, na pritica, pode haver
discrepancias de 10 a 20% entre esse valor médio e o verdadeiro valor isotrépico (Parisch, 1990).

Complexos de VO?* em substincias himicas normalmente possuem atomos de oxigénio como ligantes equatoriais
e caso esse complexo seja de esfera externa obtém-se valores de A4/, ligeiramente superiores a 20 mT (182 104 cm!). Para
complexos em esfera interna esse valor diminui para valores proximos a 18 mT (164 10+ 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
intermedidrios entre aqueles atribuidos a complexos em esfera interna e externa sao comuns em substincias humicas. Logo se
pode inferir que 0 VO?* ¢ coordenado a atomos de oxigénio das substancias humicas permanecendo, entretanto, parcialmente
hidratado. Visto que o valor de 4/, ndo varia em fun¢iao do grau de hidratagdo da amostra conclui-se também que ele é
fortemente imobilizado (McBride, 1978). Embora haja a predominancia de relatos de VO?* coordenado a atomos de oxigénio
em substancias himicas a ocorréncia de coordenac¢io com atomos de nitrogénio também ja foi relatada (Goodman e Cheshire,
1975; Cheshire et al., 1977).
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2.04. Cu?*

O Cu?* (d%) normalmente estd coordenado a seis ligantes em sistemas distorcidos com duas liga¢des mais alongadas
que as quatro restantes ¢ com o elétron desemparelhado no orbital 42,7 Assim as transicoes eletronicas possiveis sao d’.
> dyed?? <> deyd,, e como esse fon possui mais de cinco elétrons o a constante de acoplamento spin-érbita é negativa (-
830 cm), resultando em fatores-g maiores que o g

g/ =20023 + 8k 830 / AB(d2,2-dy); gL =20023+ 2k 830 / AB(d2,? - dy, dy,) (Equacio 9)

Valores tipicos sio 2,1 > g/, > 2,35 ¢ 2,02 > g; > 2,07 (Parish, 1990). Sendo que, analogamente ao caso do VO, o
aumento do cardter covalente leva a um aumento de AE e diminui¢io de £ e, consequentemente, reducio de Ag.

O Cu possui dois isdtopos com abundancia natural significativa, ©>Cu (69,09%) e ©Cu (30,91%) sendo que ambos
possuem [ = 3/2, assim espera-se um quarteto para ambos os is6topos e como os momentos magnéticos nucleares sio
similares, as linhas sao proximas e nem sempre ¢ possivel distingui-las, principalmente quando elas sao largas. Novamente a
interacao hiperfina pode ser anisotrépica sendo que A4, ¢ normalmente sete vezes maior do que A (Patisch, 1990).

O efeito dos ligantes na constante de acoplamento hiperfino (A) para o Cu?* nem sempre ¢ de facil interpretacao,
visto que ha diversos fatores envolvidos (Parisch, 1990) e esse efeito ¢ diferente do discutido para o Mn?* ¢ VO?2*. Isso ¢é
devido a0 fato que no Cu?* o elétron desempatelhado estd localizado no otbital 47,7, que faz ligagio G com os ligantes. Como
os clétrons de ligacdes G tém consideravel carater s, pols 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
ligacoes leva a um aumento do valor de A.

O wvalor-g/; diminui com o aumento da intensidade do campo ligante equatorial, assim esse parametro fornece
informagdes a respeito da forca de interagao e do tipo de atomo coordenado ao Cu?* no plano equatorial. Em geral o valor-
g/, diminui na seguinte ordem: oxigénio > nitrogénio > enxofre. Assim, com o aumento do numero de atomos de nitrogénio,
a0 invés de oxigénio, coordenados na posicio equatorial, o valor-g/, diminui e, embora menos regular, uma tendéncia oposta
observa-se para o valor de A4,, (Figura 17). Para o complexo de Cu?* hexahidratado obtém-se g/, = 2,422 ¢ A, = 11,9 mT
(Boyd et al., 1983).

2329 2] .
230j . 191 . .
2,281 | . 18- ! .
_ 2261 l ] T 17]. i ]
%0 5 24 . < el I 1
2221 - . : ] .
2,20. . 154z
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Atomos de N coordenados no plano equatorial Atomos de N coordenados no plano equatorial
@ (b)

Figura 7. Varia¢des dos parametros espectroscopicos g/ (a) ¢ Ay, (b) em funcio do nimero de atomos de nitrogénio
coordenados ao {fon Cu?* 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).

Eventualmente em complexos de Cu?* coordenado com atomo(s) de nitrogénio pode-se observar, no sinal
perpendicular do Cu?*, um conjunto de linhas separadas por 1 a 3 mT (Senesi et al, 1985; Martin-Neto et al., 1991). Esse
conjunto de linhas ¢ devido a interacio super-hiperfina proveniente da interagio do elétron desemparelhado do Cu?* com o
nicleo do nitrogénio ligante. O nimero de linhas da interagio super-hiperfina ¢ dado por 2 # 1 + 1 (segao 1.5.2), entdo, por
exemplo, para o caso de cinco linhas equidistantes # equivale a dois atomos de nitrogénio equivalentes.

2.6.5.  Os radicais livres organicos

Os processos de transformagao da matéria organica no ambiente sdo conectados com varias rea¢oes envolvendo
radicais livres e esses podem ser estabilizados em estruturas “spins traps” tais como polifendis, melaninas e melanoidinas
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(Jezierski et al.,, 1998). Esses radicais livres podem ser detectados em substincias himicas pela espectroscopia de RPE como
um sinal estreito ¢ 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 contribui¢Ses de radicais metoxibenzénicos, cujo valor-
g varia de 2,0035-2,004 (Blois et al., 1961) e radicais associados a nitrogénio nio podem ser excluidas (Senesi e Steelink, 1989;
Senesi, 1990). Estruturas aromadticas conjugadas as semiquinonas causam uma parcial deslocalizacio do elétron livre do
oxigénio da semiquinona para os atomos de carbono reduzindo com isso o valor-g (Schnitzer e Skinner, 1969; Riffaldi e
Schnitzer, 1972). Entretanto, Cheshire ¢ McPhail (1996) afirmaram que os sinais observados em substincias humicas nao se
parecem com aqueles de mondémeros de semiquinonas. Como nio hd uma atribuicdo consensual para esses radicais preferiu-
se referir a eles apenas como radicais livres organicos.

Geralmente os espectros dos radicais livres organicos de substancias humicas ndo apresentam estrutura hiperfina,
principalmente em amostras sélidas, o que torna impossivel qualquer outra descricio da estrutura quimica desses radicais,
porém alguns autores descreveram sinais com estrutura hiperfina resolvida (Senesi, 1990; Cheshire ¢ 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 rea¢oes de oxido-reducio (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 dcidos humicos e Cheshire e McPhail (1996) observaram pelo menos duas espécies sendo que uma
delas apresentava um sinal alargado e sem estrutura ¢ outra com estrutura bem resolvida. A proporgao 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 himicas geralmente ¢ de 0,2 a 1 mT, sendo menores em solu¢io do que no estado sélido (pd) e geralmente
aumenta no sentido: huminas < acidos himicos < acidos fulvicos. Essa largura de linha, elevada em relacio as de compostos
organicos puros, pode ser devida a estrutura hipetfina e super-hiperfina nao 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 drea sob a curva de absor¢io de um sinal de RPE ¢ diretamente proporcional ao nimero de centros
paramagnéticos que contribuem pata a ressondncia, ¢ relativamente simples obter-se a concentra¢do de spins de uma amostra
comparando-se a area do seu sinal com a de um padrio cuja concentracio de spins seja conhecida. Porém, medidas absolutas
da concentracio de spins requer o conhecimento de um grande nimero de fatores, todos os quais sao fontes de erro ou ainda
podem variar durante o experimento. Entao, a concentragao de spins ¢ usualmente medida de forma relativa.

A concentragao desses radicais livres organicos em substancias humicas ¢ um importante parimetro que pode ser
obtido por RPE (Senesi, 1990). Tal parimetro pode ser usado na estimativa do grau de humificacido 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 himicas no 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 concentracio de radicais livres depende de numerosos fatores laboratoriais tais como: pH; irradiagio; hidrélise
acida; metilacdo; temperatura (Senesi, 1990); adi¢do de fons metalicos (Jezierski et al., 2000a,b; Novotny e Martin-Neto, 2000,
2002) e de fatores ambientais que atuam na sua producao e estabilizagdo: material de origem; clima (Martin-Neto et al., 1998);
poluicdo (6xidos de enxoftre e nitrogénio, metais de transi¢ao) (Jezierski et al., 1998); pH; e condicdo redox (Senesi, 1990).

A presenca de metais paramagnéticos adsorvidos nas substancias himicas pode levar a supressiao dos sinais de RPE
dos radicais livres organicos (Jezierski et al., 2000a,b; Novotny e Martin-Neto, 2000, 2002) e esse efeito possivelmente esta
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 detecgdao ou por uma interacdo antiferromagnética decorrente da formacio de
ligacoes quimicas entre esses metais e os radicais livres organicos (Novotny e Martin-Neto, 2000, 2002).

2.7. Outras técnicas experimentais

Visto que a RPE ¢ uma técnica que permite a detecgdo e analise semi-quantitativa de metais paramagnéticos assim
como, em certas situagoes, inferir sobre os ligantes desse metal (Mangrich ¢ Vugman, 1988; Senesi, 1990; Martin-Neto et al.,
1991) pode-se utiliza-la com a finalidade de monitorar os conteidos de metais paramagnéticos ¢ sitios de ligacdo 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 formacio de complexos desses fons.

Outras técnicas experimentais utilizando RPE envolvem o uso de substancias “spin-trap” e “spin-labels”. As
primeiras “capturam” e estabilizam elétrons desemparelhados formados em rea¢oes onde os radicais livres formados sao tio
efémeros que ndo seriam detectados convencionalmente. As segundas sao sondas de RPE que sio adicionadas a substancias
que ndo possuem elétrons desemparelhados ou cujo préprio sinal ndo fornece a informacio desejada. Essas sondas de RPE

166



sao radicais livres facilmente detectaveis normalmente com estrutura hiperfina ou super-hiperfina sensivel ao ambiente em
que estdo expostas. Ferreira et al. (2001) utilizaram essa técnica para o estudo de possiveis sitios hidrofébicos em 4cidos
hamicos.

3. A ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
3.1. Introducio

Devido a existéncia de excelentes livros textos abordando os aspectos teéricos da RMN e de se considerar
desnecessario um exaustivo tratamento tedrico de aspectos normalmente pouco relevantes para a analise da matéria organica
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 frequentemente de grande complexidade instrumental.

O experimento basico de RMN consiste expor uma amostra com nucleos magnéticos (I # 0) 2 um campo magnético
estatico (B) e 2 um campo magnético oscilante (By), com frequéncia de ressonancia (1) dada por: vi = yB (27)" onde yé a
razdo magnetogitica dada por y =g, 27 b'. Assim, em um equipamento com magneto de 9,4 T os 'H (y = 2,675 108 T"1s1)
entrardo em ressondncia a cerca de 400 MHz, que é a vnesse campo magnético ¢ o modo usual de descrever-se o equipamento
(Silverstein et al., 1991), enquanto os 13C entrardo em ressonancia a cerca de 100 MHz pois seus g, ¢ ¥ sdo aproximadamente
quatro vezes menores que os dos 'H.

O carbono, que evidentemente ¢ de grande importancia para a quimica organica e consequentemente em estudos da
matéria orginica do solo, possui dois isétopos estaveis, o 2C e o 13C, cujas abundincias naturais sio 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 isotopo, uma vez que o spin resultante do 12C ¢ nulo.

Como o momento magnético do 13C ¢é cerca de quatro vezes menor que o do 'H sua sensitividade em experimentos
de RMN ¢ menor. Adicionalmente a isso a sua baixa abundancia natural torna a detecgao do 3C muito mais dificil, o que é
expresso pela sua menor receptividade. Essas relagoes sio dadas por:

Sensitividade = (I + 1) 12 po’ B? (Equagao 10)
Receptividade = N y31 (1 + 1) (Equagao 11)

onde N ¢ a abundincia natural do nuclideo em questio. Como os 'H apresentam a maior sensitividade e
conseqiientemente a maior receptividade em um mesmo By, ele ¢ freqientemente usado como referéncia para os demais
nuclideos. Os valores da receptividade e da sensitividade relativas do 1°C e de outros nuclideos com I = 1/2 de interesse para
a andlise da matéria organica do solo por RMN sio dados na Tabela 1.

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

ISOTOPO ABUNDANCIA SENSITIVIDADE RELATIVA (IGUAL RECEPTIVIDADE

NATURAL (%) NUMERO DE NUCLEOS) RELATIVA

H 99,9844 1 1

1C 1,108 1,5894 102 1,7613 10+

15N 0,365 1,0410 103 3,8004 10

sp 100 6,6334 102 6,6345 102
3.2. Angulo dos pulsos de rf ¢ intervalos de relaxagao

A aplica¢ao de um pulso de tf (B)), na direcio do eixo x, a um sistema de spins causa uma deflexdo do vetor de
magnetizacao resultante (M) do eixo z e induz uma magnetizagio no eixo y (Figura 18). O angulo de deflexdo em radianos (@)
desse M em relagdo ao eixo z logo apds o pulso ¢ dado por: @ = y B, %, onde B; ¢ a intensidade da componente magnética
desse pulso e % a duragao do pulso. Assim, para uma dada duracio de pulso, esse dngulo torna-se igual a 90° e propicia maxima
magnetiza¢do no plano xy. Como a detecgo ¢ realizada no plano xy tem-se a maxima intensidade do sinal com o pulso de
90°.
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Figura 8. Deflexio do vetor magnetizacao liquida (M) por um pulso de tf (B7) no sistema
x’ girante de coordenadas.

Para que no haja saturagdo do sistema de spins ¢ necessatio aguardar um certo periodo de tempo entre o término

de um ciclo de uma sequéncia de pulsos e o inicio do proximo ciclo para que o M “retorne” ao eixo-z (relaxacdo spin-rede —
T)). Esse tempo de espera ¢ chamado de intervalo de relaxacio e para pulsos de 90° ele deve ser no minimo 577.

3.3. O deslocamento quimico

Como ja visto na se¢dao 1.5, B induz um movimento orbital eletronico que por sua vez gera um By, que ¢ uma
importante contribui¢ao ao By, (ambos ao longo da diregdo g) a0 qual o nicleo magnético de interesse esta submetido. A
habilidade do campo magnético aplicado em gerar essa corrente eletronica na molécula, e a intensidade do By resultante
experimentado pelo nucleo, depende de detalhes da estrutura eletronica proxima a esse nicleo. Com isso nicleos do mesmo
elemento, porém em diferentes ambientes quimicos, poderdo apresentar diferentes frequéncias de Larmor (Atkins, 1998) e
essas diferencas sdo decorrentes da blindagem do B pelas nuvens eletronicas dos orbitais moleculares, assim a condi¢ao de
ressonancia ¢ dada por:

hv = AE = g, ua (1-6) B = hve, (Equagio 12)

sendo que a V. € a frequéncia com que os spins nucleares precessionam ao redor do eixo z quando expostos a um campo
magnético e depende do B, 2 que esses spins estao submetidos. Isso leva a uma frequéncia de precessio diferente para cada

nuicleo com diferente constante de blindagem. Quanto maior o By, maior serd a Vi assim nucleos desblindados precessionam
a frequéncias maiores do que nucleos blindados.

Visto que as diferencas nas razdes giromagnéticas y dos diferentes nuclideos sdo muito maiores do que os efeitos
derivados de o, assim sendo, exceto em campos baixos (menores que 1T), ndo ha problemas na distin¢do dos sinais de
diferentes nuclideos, isso ¢, os sinais do 1*C e do ®N por exemplo, nunca serdo confundidos. Na pratica as diferencas sao tio
grandes que se torna necessario diferentes arranjos instrumentais para estudar diferentes nuclideos (Drago, 1992).

E comum as frequéncias de ressondncia serem expressas em termos de uma quantidade empirica, adimensional,
chamada de deslocamento quimico () que é obtida pela diferenca entre as frequéncias de ressonancia do nucleo em questio
(V) e de um padrio usado como referéncia (1) e divido pela frequéncia de referéncia (vy):

o= (V - V()) \)()’1 100 (Equa(;ﬁo 13)
O uso do termo “ppm”, em referéncia a 109, apds o valor de 8 ¢ desnecessatio, porém frequente.

Exemplos de padroes utilizados sdao para o 'H a frequéncia de ressonancia do 'H do tetrametilsilano — Si(CH3)4, para
0 BC ¢ a frequéncia de ressonancia do 3C do mesmo composto e do 3P a ressonancia do 3'P em solugao 85% de H3POy, a
vantagem do uso do Jé que essa escala é independente do campo magnético aplicado (Atkins, 1998).

3.4. Desacoplamento

Os spins nucleares dos diferentes nicleos magnéticos em uma molécula podem interagir entre si via acoplamento
escalar, que ¢ mediado pela densidade eletronica na molécula, ou via acoplamento dipolar através do espaco que nio envolve
a densidade eletronica, mas depende da orientagdo relativa ao B do vetor que une os dois nicleos em interacio e da distancia
entre eles.

O acoplamento escalar spin-spin nuclear leva ao desdobramento das linhas espectrais em multipletos, sendo que o
nimero de linhas ¢ dado pelo nimero de nicleos magnéticos com os quais ocorre o acoplamento (271 + 7). A separacao

entre essas linhas ¢ chamada de constante de acoplamento spin-spin (). Assim, por exemplo, o sinal de C-RMN de um
grupo metila (CH3) serd 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 situacoes em que o espectro obtido ¢ extremamente complexo e de dificil interpretagdo, ou alargado,
perdendo-se resolugdao. Nesses casos, torna-se conveniente o desacoplamento dos 'H de modo que cada nicleo de 13C
quimicamente diferente dé origem a um sinal simples ao invés de multipletos.

O desacoplamento envolve a aplicagao de um campo de rf adicional (By) na frequéncia de ressondncia do spin cuja
influéncia deseja-se remover. Esse B; faz com que a componente g desses spins oscile rapidamente comparado a interacio
spin-spin. Com isso, o tempo médio de permanéncia do nicleo que esta sendo irradiado em cada estado de spin serd tao curto
que apenas o efeito médio dos estados de spin serd efetivo e como resultado ocorrerd uma simplificagao do espectro pela
eliminacio dos multipletos e estreitamento dos sinais (Gil e Geraldes, 1987).

3.5. Anisotropia do deslocamento quimico

Em solugdo um carbono (C) quimicamente distinto geralmente apresenta uma linha simples de ressonancia quando
os 'H estio desacoplados. A frequéncia de ressonancia, ou deslocamento quimico, de uma linha simples ¢ relacionada a
distribui¢do eletronica ao redor do nicleo responsavel pelo sinal de RMN. Frequentemente essa distribui¢ao (ou blindagem)
eletronica ao redor do nucleo nio ¢ simétrica, mas devido a rapida rota¢do molecular que ocorre em solucio essa anisotropia
¢ anulada. No estado solido, por outro lado, geralmente nio ha essa alta mobilidade e o tensor deslocamento quimico descreve
a magnitude e direcio da blindagem eletronica. Logo, em sistemas com menor simetria, as diferentes orientagdes dos vetores,
em relagdo as linhas de forca do campo magnético aplicado, resultam em diferentes deslocamentos quimicos observaveis.
Quando se tem uma amostra na forma de pé todas as orientagGes possiveis coexistem resultando em um padrio de distribui¢ao
aleatéria (“powder pattern”).

Para o deslocamento quimico o termo (3/2 sen’6) multplica o tensor isottépico enquanto (3 cos’0--7) multiplica as

demais componentes desse tensor, sendo ¢ o angulo formado entre as linhas de for¢a do B e o eixo principal do tensor. Se ¢
for igual a 54,7 (angulo magico) cos’0 = 1/3 e sen’) = 2/3 e apenas a componente isotrépica serd observada e o sélido se
comportaria como se estivesse em solucio. A rapida rotagao macroscopica da amostra a volta de um eixo orienta, em média,
qualquer vetor internuclear paralelamente a esse eixo de rotacdo, logo, girando-se a amostra rapidamente ao redor do angulo
magico, obtém-se que a orientacio média dos vetores internucleares fara um angulo de 54,7° com as linhas de for¢a do B de
forma que o termo anisotrépico da interagdo dipolar sera nulo (Gil e Geraldes, 1987). A taxa de rotagdo deve ser maior do
que a anisotropia do deslocamento quimico, caso contrario o sinal isotropico ird desdobrar-se em bandas laterais espacadas a
frequéncia de rotagao. Como a anisotropia do deslocamento quimico depende da intensidade do B utilizado quanto maior for
esse maior devera ser a velocidade de rotagdo, por exemplo: em um campo magnético de 1,4 T (15,1 MHz para o *C) uma
anisotropia do deslocamento quimico de 170 ppm corresponde a um pouco mais do que 2500 Hz, assim uma taxa de rotacao
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
13C) a taxa de rotacdo deveria ser de no minimo 8,6 kHz.

Existem sequéncias de pulsos que podem ser utilizadas para eliminar as bandas laterais tal como a TOSS (TOtal
Suppression of Side-bands).

A rotacio segundo o angulo magico também minimiza a interagao dipolar, pois as interagdes dipolares também sao
propotcionais a (7-3 cos?0), onde 0 é o angulo formado entre o vetor internuclear dos nucleos em interagdo e a direcao das
linhas de forca do B, ¢ da mesma forma que para a anisotropia do desvio quimico, se cos?0 for igual a 1/3 (0 = 54,7%), as
interacoes dipolares serdo igualadas a zero. Na pratica, a taxa de rotacdo deveria ser superior a taxa de relaxacdo spin-spin

(1/T2), ou seja, para remover as interacdes 'H-'H ou 3C-'H a taxa de rota¢do devetia ser em torno de 60 kHz o que nio é
factivel rotineiramente sendo entdo necessario o desacoplamento dos 'H.

3.6. A transferéncia de polarizacio

Como ja visto no item 3.1, nicleos de 'H e 3C submetidos a0 mesmo campo magnético precessionam a diferentes
frequéncias (frequéncias de Larmor), porém, utilizando diferentes campos de tf (B;) para cada nucleo, ¢ possivel atingir uma
situagdo em que ambos precessionem a mesma frequéncia nos seus respectivos sistemas girantes de coordenadas. Essa situacao
¢ chamada de condigdo de Hartmann-Hahn onde os nucleos estardo em contato térmico podendo ocorrer transferéncia de
energia entre eles, visto que eles se comportam como nucleos idénticos. Nos experimentos com polarizacio cruzada (CP-
“cross polarization”) ajusta-se uma situagio em que os nucleos abundantes (p. ex.: 'H) estejam em uma situacio de nio
equilibrio com uma temperatura de spins da ordem de mK, necessitando transferir energia para os nicleos raros (p. ex.: 13C)
com os quais eles estio em contato. Com isso ganha-se intensidade do sinal do nucleo raro de até v./ys, onde v, é a razio
magnetogirica do nucleo abundante e y, a do raro. No caso do par 'H — 13C o ganho ¢ de aproximadamente quatro.
Adicionalmente, o tempo de repeticdo dos experimentos torna-se dependente do tempo de relaxagdo longitudinal (17) do
nicleo abundante, que no caso do 'H ¢ frequentemente menor que do BC, e logo o tempo total de experimento é
drasticamente reduzido.
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O processo de transferéncia de polariza¢io leva um certo tempo caracteristico que depende de diversos fatores, tais
como movimentos moleculares e distincia entre os nucleos de 3C e 'H em interagao, esse tempo ¢ chamado de tempo de
polarizacio cruzada (Ter), e por outro lado, a magnetizacdo dos 'H, que sera transferida para os 13C, ndo ¢ constante durante
o tempo de contato, mas sim diminui exponencialmente a uma taxa dada pelo tempo de relaxagao spin-rede dos 'H no sistema
de coordenadas girantes (170). Logo, a magnetizacio resultante dos *C ¢ resultado de uma combinagao desses dois processos
que ocorrem simultaneamente: a diminuicio da magnetizagio dos 'H devida a relaxacio (17p) e a transferéncia de
magnetizacio para os nucleos de 3C (Figura 9a).

Para que ocorra uma polarizagio cruzada eficiente, Tcp precisa ser muito menor do que Tp e, para que 0s espectros
sejam quantitativos, os diferentes grupos quimicos devem possuir valores de Tey e Tip semelhantes. Normalmente o processo
de difusao de spin que ocorre entre os nucleos de 'H homogeneiza os valores de T;p, porém isso ndo ocorre para substancias

hiamicas (Figura 19b). Valores tipicos de tempo de contato para substancias humicas ficam ao redor de 1 ms (Hagaman et al.,
1986; Wilson, 1987; Frund et al., 1994; Preston, 1996).

Tey () Tl,,6 (1)

—— Magnetizagio do 'H , A Alquia 97
— Transferéncia de polarizagio p/ 0 *C (T~ e Carboxila 397 13
—— Magnetizagfio resultante dos °C K
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 5
Tempo de contato (ms) Tempo de contato (ms)
@ (b)

Figura 9. (a) Cinética da polarizacio cruzada. (b) Dados experimentais de uma amostra de dcidos humicos. Alquila

corresponde a regido espectral de 0 -- 45 ppm e carboxila de 158-186 ppm.

A presenca de fons paramagnéticos afeta principalmente T;p, reduzindo-o, e esse efeito ¢ maior para os grupos
quimicos mais préximos ao fon paramagnético. Isso pode levar a uma subestimativa desses grupos, mas, por outro lado,
possibilita a identificacio dos grupos quimicos envolvidos na formag¢ao dos complexos desses fons (Pfeffer et al., 1984; Preston
et al.,, 1984, 1989b; Smernik e Oades, 1999, 2000).

Visando o aumento da sensibilidade e resolu¢ao dos espectros, utilizam-se campos magnéticos cada vez mais intensos
e isso leva a necessidade de girar a amostra as maiores velocidades, porém, quando a velocidade do rotor é comparavel a
interacio dipolar o acoplamento de Hartmann-Hahn ¢ dividido em uma série de picos separados pela frequéncia de rotacio.
A intensidade do sinal obtida com a polariza¢ao cruzada no maximo desses picos ¢ comparavel aquela obtida sob condigGes
estaticas, porém no intervalo entre os picos a intensidade obtida pode até ser nula. Logo, torna-se muito dificil ajustar
corretamente as amplitudes dos B; para o petfeito acoplamento de Hartmann-Hahn. Como as intera¢oes dipolares variam
entre os diferentes grupos quimicos que se pretende quantificar, devido as diferencas no acoplamento C-H e de mobilidade
molecular, o efeito da rotacio acaba sendo seletivo para os grupos com menor interacao dipolar tais como aqueles com maior
mobilidade e/ou nido protonados (Peetsen et al., 1993).

Uma alternativa para minimizar isso ¢ variar a amplitude do B; do 'H ou do ¥C durante o tempo de contato da
polarizacio cruzada (Figura 20). Dessa forma o B; apresenta um gradiente capaz de abranger as diferentes condigdes de
Hartmann-Hahn existentes na amostra. Essa técnica ¢ chamada de polatiza¢do cruzada com amplitude variavel ou “Vatiable
Amplitude Cross-Polatization” (VACP).
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Figura 10. Esquema comparativo do B, para a sequéncia de polarizagdo cruzada (a) e da polariza¢do cruzada com amplitude
vatiavel (b).

Na Figura 11 pode-se observar as diferencas entre os espectros obtidos com BC CP-MASNMR e
13C VACP-MAS NMR.

Rotagio de 8 kiiz
——CP
— VACP

Figura 11. Espectros de BC-RMN no estado solido
adquiridos com as sequéncias de pulsos ?C CP-MAS NMR e

300 250 200 150 100 50 0 -50 13C VACP-MAS NMR a diferentes taxas de rotagio (MAS).
* bandas laterais 3 (ppm) Amostra de acidos humicos extraidos de solo.
3.7. Aplicacio da RMN para a andlise da matéria organica do solo

A primeira obsetvacio do fenémeno de RMN ocorreu em 1945 (Gunther, 1995), desde entdo essa técnica tem
mostrado um tremendo desenvolvimento. Apds o primeiro experimento em que RMN mostrou-se capaz de ser sensivel as
estruturas quimicas, ela tornou-se uma das principais técnicas nas determina¢des de estrutura de moléculas organicas,
biolbgicas ¢ 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
microscopica e macroscopica da matéria organica, inorganica e biolégica, ¢ muito provavel que também na ciéncia do solo a
RMN possa trazer, e ja vem trazendo, valiosas informag¢des que levem a melhor compreensio da estrutura quimica do solo e
dos processos que nele ocorrem (Veeman, 1997).

As primeiras tentativas de uso da espectroscopia de RMN para a caracterizagdo estrutural das substancias humicas
foram reportadas por Barton e Schnitzer (1963) e Neyroud e Schnitzer (1972). Gonzalez-Vila et al. (1976) usaram a
espectroscopia de *C-RMN para estudar as caracteristicas estruturais de acidos humicos extraidos de solos. Espectros de
BC CP-MAS NMR de solo inteiro tem sido reportado por Wilson et al. (1981) e desde entio a RMN no estado solido tem
sido a técnica mais utilizada para estudos estruturais da matéria organica 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 relagaio a RMN. Apds anos de investigagao quimica, tem-
se aceitado que a matéria organica ambiental pode apresentar quase todo arranjo quimico possivel, por isso alguns cientistas
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do solo ja estdao satisfeitos se um espectro de RMN fornecer-lhes informagoes semi-quantitativas de grupos aromaticos,
alifaticos e carboxilicos. Por outro lado, poucos espectroscopistas sentem-se atraidos por esses resultados e podem se
desinteressar pelo estudo desses materiais. Para a obtencao de resultados mais interessantes para ambas as partes, um dialogo
necessita ser estabelecido. Esse didlogo ¢ essencial, pois até os ajustes padroes para a aquisi¢do de espectros de RMN da
matéria organica ambiental sao controversos (Dudley e Fyfe, 1982; Preston e Blackwell, 1985; Frund e Ludemann, 1989;
Kinchesh et al., 1995; Conte et al., 1997; Hemminga ¢ Buurman, 1997; Smernik e Oades, 2000).

A técnica de BC CP-MAS s6 pode ser aplicada a amostras solidas. Essa técnica apresenta a vantagem de poder ser
utilizada para a andlise 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 espectros desse tipo sdo significativamente
diferentes daqueles da matéria organica extraida, especialmente pelo alargamento das linhas e grande redugdo da relacio
sinal/ruido devido a presenca de grandes quantidades de fons paramagnéticos (especialmente Fe3* e Mn?*) nas amostras
intactas. Consequentemente, uma grande parte da matéria organica do solo pode ser “obscurecida” por {fons paramagnéticos,
e a fragdo obscurecida pode ser exatamente a matéria organica ligada aos fons paramagnéticos (Hemminga e Buurman, 1997),
ou seja, ser exatamente a fracio mais reativa dessa matéria organica.

Outro problema semelhante seria que em complexos organominerais parte da matéria organica pode nido ser
detectada por RMN e essa fracio “invisivel” pode ser a matéria organica mais humificada ligada a fracdo argila do solo
(Hemminga e Buurman, 1997). Novamente essa fracio nao detectavel tem uma grande importancia agronémica ¢ ambiental.
Esses problemas podem ser minimizados pelo pré-tratamentos das amostras de solo com ditionito para remo¢io do Fe3* por
reducio, o que nem sempre ¢ eficiente (Preston et al., 1994). Mas uma combinagao de redugao por ditionito seguido por troca
com SnClz pode ser suficiente (Arshad et al., 1988) e no caso de complexos organominerais uma possivel solu¢ao seria a
remocao dos silicatos por acido fluoridrico, o que tem se mostrado eficiente também para a remogio dos o6xidos de ferro (Dai
¢ Johnson, 1999). Porém, esses tratamentos devem ser efetuados com cautela, pois pode haver importantes alteragdes quimicas
da matéria organica do solo.

3.8. Interpretacao dos espectros de PC-RMN das substancias himicas

Provavelmente ndo se elucide a “estrutura” das substancias himicas por RMN, mesmo porque atualmente nao se
acredite em uma estrutura unica para esses compostos (Piccolo, 2000, 2001). Porém, a espectroscopia de PC-RMN pode ser
utilizada para caracterizar a matéria organica do solo e acompanhar a sua decomposi¢ao visto que os diversos compostos que
dela fazem parte possuem diferentes taxas de mineralizagdo e alguns compostos sintetizados pelos microrganismos do solo
também podem ser detectados por BC-RMN.

A caracterizacio das substancias himicas em termos da sua aromaticidade, definida como a porcentagem da area do
espectro de PC-RMN na regiao dos grupos aromaticos (110-145 ou 110-160 ppm) em relagdo a area total do espectro,
excetuando-se as dreas do C carboxilico e carbonilico, (Hatcher et al., 1981) e relacionando esse valor com o grau de
humificagdo das substincias himicas, como ¢ comum na literatura (Inbar et al., 1989; Barancikova et al., 1997), pode nio ser
adequado visto que materiais nao decompostos, tais como lignina e tanino, apresentam grupos aromaticos. Além disso, durante
os processos de transformacdo da matéria organica do solo a razao entre as areas atribuidas aos grupos aromaticos oxigenados
em relagdo aos aromdticos diminui (Guggenberger et al., 1994), e grupos recalcitrantes ou de sintese microbiana, que se
acumulam durante a decomposi¢ao da matéria organica do solo, tais como C alquila, contribuem para a regido alifatica do
espectro de PC-RMN. Logo, ¢ 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 humifica¢ao antes da interpretagio dos resultados analiticos. Ao saber-se quais as por¢oes da matéria organica do solo que
sao mais labeis e quais sio mais resistentes ou acumulam-se durante a humificagao, relagoes entre essas diferentes por¢oes
podem ser obtidas, tornando a interpretagdao dos resultados de C-RMN mais compreensivel. Nesse texto, humificacdo ¢é
entendida como a degradacio de compostos labeis e acimulo de material quimicamente recalcitrante, logo, aquele material
que ¢ preservado no solo por protecio fisica ndo ¢ considerado humificado. A seguir sera apresentada uma breve revisio
bibliografica a respeito das alteragoes sofridas pela matéria organica durante o processo de humificagao.

Durante o processo de degradacio 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
degradagio dos anéis aromaticos da lignina leva a diminui¢io do conteudo dos grupos aromaticos oxigenados e do pico
atribuido a grupos aromaticos desse material (112-120 ppm), com a concomitante conversiao dos picos aromaticos a um pico
simples e largo em 132 ppm atribuidos a C aromaticos C-substituidos (Preston, 1996). Kogel-Knabner et al. (1991) afirmaram
nao ser conhecida uma via metabdlica que leve a perda de oxigénio de grupos aromaticos, logo, o aumento de anéis aromaticos
C-substituidos encontrados em estruturas aromaticas recalcitrantes devem ter uma origem diferente da lignina (Guggenberger
etal., 1994).

Outra regido do espectro de BC CP-MAS NMR que apresenta diminuigao de intensidade durante o processo de
humificagdo ¢ aquela atribuida a grupos alifaticos oxigenados (50-110 ppm) (Senesi et al., 1996; Kégel-Knabner et al., 1991;
Guggenberger et al., 1994; Preston, 1996) visto que nessa regiao ocorrem os sinais atribuidos a compostos de facil degradacao
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microbiana, tais como aminoacidos (53 ppm), metoxila da lignina (58 ppm) (Catroux e Schnitzer, 1987) e carboidratos da
celulose e hemicelulose (picos a 64, 74, 85 ¢ 105 ppm) (Guggenberger et al., 1994).

A degradacio 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 sdo resistentes a degradacido microbiana (Baldock et al.,
1992; Preston, 1996) ou aquela da neo-sintese microbiana (Baldock et al., 1990).

Quanto ao aspecto geral dos espectros de PC-RMN, em fun¢io do aumento da humificagio, observa-se um
alargamento dos picos de ressonancia com perda de resolucio 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 modificagio dos anéis aromaticos da lignina se caracteriza por uma diminui¢io dos grupos aromaticos
oxigenados e aromaticos (112-120 ppm), resultando que toda a regido atribuida a grupos aromaticos passa a ter um pico
simples ¢ alargado em 132 ppm (Preston, 1996).

Logo, de maneira geral, a regido alifatica oxigenada (50-110 ppm) da matéria organica do solo ¢ labil pois nessa regiao
do espectro de BC-RMN hé contribui¢oes importantes de carboidratos da celulose (O-alquila e di-O-alquila — 62-112 ppm),
material proteico e lignina (metoxila e/ou C proteico — 50-62 ppm). Na regiio dos aromaticos, pot sua vez, os sinais na regido
de 145-160 ppm (fendlico) e 112-124 ppm (aromatico) podem ser considerados como grupos labeis ou pouco decompostos
pois ambos podem ser atribuidos 2 lignina. Por outro lado, os sinais atribuidos a CH alifatico (0-50 ppm) e a regidao alargada
entre 124 ¢ 145 ppm, atribuida a C aromatico alterado, podem ser consideradas como estruturas recalcitrantes ou de materiais
decompostos.

3.9. A técnica de 13C CP-MAS com desacoplamento defasado

Técnicas que simplifiquem os espectros de RMN sdo importantes na andlise de moléculas complexas. Na técnica de
desacoplamento defasado (DD) acrescenta-se na sequéncia de pulsos de CP-MAS convencional um periodo em que o
desacoplador fica desligado de forma a provocar um alargamento seletivo, por interacao dipolar, dos sinais de C que possuem
forte acoplamento dipolar com o 'H.

A interacio dipolar ¢ inversamente proporcional a 7, onde ¢ a distancia internuclear. Assim, C ligados diretamente
a'H (= 0,11 nm) apresentam acoplamento muito maior do que C com H somente na vizinhanga (» > 0,2 nm) ¢ essa diferenca
pode ser utilizada para diferenciar esses C. Entretanto, movimentos moleculares podem reduzir a intensidade do acoplamento
dipolar e grupos com rapida rotacio intramolecular, tais como CHjs, podem ndo ter seus sinais alargados (Opella et al., 1979).
Assim, a técnica de DD suprime seletivamente sinais de C protonados em estruturas com menor mobilidade. Esse tempo de
espera com o desacoplador desligado pode ser variado, normalmente entre 20 e 120 ps, visando otimizar os sinais de interesse.

Adicionalmente, a técnica de *C CP-MAS apresenta limitacoes na analise quantitativa dos espectros devido as
variagbes na eficiéncia de polarizacio entre os C em diferentes ambientes quimicos (Preston, 1996). Logo, o grau de
aromaticidade medido por PC-RMN, da forma frequentemente utilizada na literatura, pode estar sendo subestimada por nao
detectar corretamente os C aromaticos em estruturas condensadas. A técnica de DD, por sua vez, privilegia C ndo protonados
e moéveis (Opella et al., 1979), assim os C com acoplamento dipolar fraco, tais como aqueles nao protonados de estruturas
aromaticas condensadas, sao 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 humifica¢io das substincias humicas.

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

A dissolucdo da amostra no solvente tem como vantagem o menor alargamento de sinais devido a0 movimento
Browniano além do favorecimento dos processos de relaxacio tornando possivel a obtencio de sinais mais finos. Em misturas
complexas, no entanto, a interacdo de sinais dificulta a obtengdo de espectros de boa resolu¢ao e a integracio das areas. Para
quantificacio das espécies de C presentes na matéria organica as técnicas em estado sélido sdo, portanto, mais utilizadas com
a vantagem da possibilidade de uso de amostras ndo alteradas de solo, isto ¢, sem necessidade de extracio e, consequentemente,
possiveis alteragdes quimicas e andlise de artefatos. Contudo, a RMN em solugao pode ser ttil no caso de estudos da interacao
da matéria organica com espécies quimicas organicas e inorganicas. Além disso, a partir da observacao da relagdo direta entre
a massa molecular e os coeficientes de difusao 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 difusdo), identificar a natureza complexa e supramolecular da matéria himica em solugio.

Ap6s uma escolha prévia de moléculas organicas presentes na matéria organica natural ¢ o estabelecimento de sua
relagdo com caracteristicas desejadas do ambiente ¢ possivel utilizar com sucesso a técnica em solugdo para monitorar esses
indicadores. O aumento dos campos magnéticos ¢ 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 nuclear). Sio mostrados aqui exemplos de
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usos das técnicas uni e bidimensionais de RMN em solucio. Apesar de pouco explorada pela agronomia a RMN em solucdo
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 fons paramagnéticos induz perda de resolugdo e alargamento de sinais
0 que pode ser particularmente importante nas técnicas bidimensionais. A remog¢ao desses fons ¢, 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, adi¢io de KCI 0,03 mol L1 (Fan et al., 2000, Canellas et al. 2001, Simpson, 2001).
Outro passo ctitico é a escolha do solvente. Os mais usados sio DMSO-dg(dimetilsulféxido deuterado) e D,O/NaOD (4gua
deuterada/hidréxido de sédio deuterado), sendo este dlimo o mais usado, porém apresenta uma desvantagem pois é
praticamente impossivel preparar uma amostra de matéria organica humificada sem alguma contamina¢do de dgua ¢ que
produz o efeito conhecido como tl-noise (nio relacionado a relaxacio Ti). Além disso, alguns compostos como amidas e
hidroxilas podem ndo ser vistos na presenc¢a de solventes aquosos deuterados. Em alguns casos, portanto, pode ser mais
apropriado usar DMSO-ds. Uma analise detalhada do modo de solubiliza¢ao de substincias humicas por DMSO pode ser
encontrada na revisdo de Hayes (1985). Por fim, a concentracio de amostras considerada étima por Simpson (2001) para
obtengdo de experimentos homo e heteronucleares ¢ de 100 mg de substancias himicas por mL.

3.11. Aplicagoes

Modificagbes nos acidos humicos isolados de solos provocados pela adi¢ao de residuos de origem urbana (lodo da
estacdo de tratamento de esgoto e composto de lixo urbano) foram estudadas por RMN 3C em solu¢ao que permitiu verificar
uma clara diminui¢ao nas espécies alquilicas e aumento de carbono em polissacarideos (Canellas et al., 2002a). Modifica¢oes
nas substancias humicas decorrentes de mudangas de manejo ou de uso do solo também podem ser monitoradas relativamente
por RMN BC em solucio. Por exemplo, Canellas et al. (2002b) verificaram alteragdes na funcionalidade de dcidos humicos
isolados de solos altamente intemperizados (Argissolos e Latossolos) com a mudanca de uso, i.c., de cana-de-acucar para
eucalipto; incluindo, principalmente, aumento de aromaticidade.

Um dos principais problemas agroambientais esta relacionado a dindmica do fésforo que em solos altamente
intemperizados pode estar adsorvido especificamente os 6xidos, hidréxidos e oxihidréxidos de ferro e aluminio e, portanto,
apresentar concentragdes limitantes na solu¢ao do solo e limitar a produgdo. Por outro lado, a ecutrofizagio de solos
especialmente em areas de plantio direto e uso de residuos animais pode aumentar muito a concentra¢io desse elemento nos
solos e mananciais. O estudo das espécies de fosforo associadas a matéria organica natural pode ser facilitado pelo uso da
RMN 31P em soluc¢do. Por exemplo, Busato et al. (2005) verificaram aumento significativo nas espécies mais ldbeis de fésforo
na matéria organica de um solo cultivado por longo tempo com cana-de-agicar sem a queima dos residuos durante a colheita
em comparagio 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 solug¢do nio estivesse disponivel.

Apesar de menos explorada a TH RMN em solucio pode ser também utilizada para monitorar as mudancas na matéria
organica do solo. Por exemplo, Clemente et al (2013) monitoraram as mudangas decorrentes da adicdo de folhas, caules e
raizes na matéria organica do solo e das substancias humicas por 3C RMN no estado solido e 'H RMN em solugao,
respectivamente. As substincias humicas no solo incubado com folhas apresentaram maior quantidade de carbono alquilico
enquanto no solo incubado com raizes a presenca de compostos derivados da atividade microbiana foi maior. Claras
implicages 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 'H RMN obtidos por Clemente et al. (2013)
sao mostrados na Figura 12.
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Figura 12. Espectros 'H RMN em solu¢ao de diferentes tecidos de milho e das substancias humicas 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 ¢ baixa massa molecular; (b) grupos metil e metilénicos alifaticos pertos de O e N,
lipidios ou peptideos; (c) O-alquilicos de agtcares 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 solu¢do sao, na realidade, associagbes ou
agregados de moléculas de massa molecular relativamente pequena. Essas associagoes podem ser facilmente rompidas pela
adi¢ao de acidos organicos (Figura 13).
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Figura 13. Espectro de RMN de 'H,
DOSY, obtido a 500 MHz de uma amostra
de acido humico (IHSS) preparada em
Dy0O a 133 mg/mL (A) ea 5 mg/mL (B) e

~105 ap6s adigdo de 5 L de acido acético (C e
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Para essa andlise foi utilizado o experimento DOSY com duas concentragoes diferentes de dcidos humicos. Em
ambas as concentragoes, os coeficientes de difusio sao semelhantes mostrando a associagdo de grupos funcionais tal qual
como um polimero organico de uma macromolécula. Com a adigdao de acido acético ¢ promovido uma desagregagiao dos
componentes da mistura resultando na formac¢do de varias bandas discretas de difusio que estdo correlacionadas com
deslocamentos quimicos consistentes as espécies mais abundantes nestas misturas tais como ligninas, acidos graxos,
carboidratos e peptideos. Os tamanhos ‘podem ser extrapolados a partir de comparagdes empiricas com coeficientes de
difusdao de compostos padroes e resultados estimaram massas moleculares na faixa de 200-600, 2000-2500 ¢ 1000 Da para os
diversos componentes das misturas. Muito abaixo dos milhoes de Da das pseudo-macromoléculas humicas estimadas por
outras técnicas.

As técnicas bidimensionais permitiram (as mais usadas sio apresentadas na Tabela a seguir) maior detalhamento
sobre a estrutura da matéria orginica em solugdo (Simpson, 2001) e¢ tem sido utilizada também com sucesso para o
monitoramento de ambientes pelo acompanhamento de moléculas tracadoras ou indicadoras (Simpson et al., 2011).

Tabela 2. Experimentos basicos em técnicas multidimensionais

EXPERIMENTOS HOMONUCLEARES: CORRELACAO ENTRE ATOMOS IGUAIS ('H/!H)

COSY COrrelation SpectroscopY Acoplamento entre atomos de 'H (até duas ou trés ligacGes)

TOCSY TOtalCorrelation SpectroscopY Corttelacao entre todos os dtomos de 'H numa cadeia
alquilica até que seja interrompida por um atomo de
carbono quaternario

EXPERIMENTOS HETERONUCLEARES: CORRELAGAO ENTRE
ATOMOS DIFERENTES (‘H/'3C, 'H/"5N, 'H/3'P

HSQC Heteronuclear Single Quantum Cocherence Obsetva a correlacio de pares de atomos
diferentes ligados entre si

HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Cocherence Obsetva a correlacio de pares de atomos
diferentes ligados entre si

HECTOR @ Heteronuclear Correlation Obsetva a correlacao de pares de atomos
diferentes ligados entre si

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

Experimentos de difusdo: DOSY (Diffusion Ordered SpectroscopY: observam-se deslocamentos quimicos num eixo e 0s
respectivos coeficientes de difusio no outro. Comparando com padrdes é possivel identificar diferentes compostos numa
mistura

Em nivel molecular a RMN em solu¢ao ¢ mais poderosa ferramenta de andlise depois de escolhida a molécula alvo
devido a sua versatilidade e possibilidade de acoplamento com técnicas de separagao tais como os métodos cromatograficos
(Simpson & Simpson, 2012). Por exemplo, Woods et al. (2011) aplicaram a cromatografia interacdo hidrofilica (HILIC) para
separar a matéria organica dissolvido do rio Suwannee em 80 fracoes detectadas por RMN em solucdo. A técnica permitiu a
identificagdo de componentes estruturais individualizados na matéria organica dissolvida (Figura 14). As técnicas
convencionais de monitoramento de bioindicadores geralmente sio muito trabalhosas e a simplificacio decorrente de
tratamento das amostras pode proporcionar perdas no entendimento das intera¢oes globais dessas moléculas indicadoras no
ambiente estudado. A RMN permite uma visao holistica do panorama fisico-quimico.
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Figura 14. Espectros de RMN 2D COSY45 da fracio simplificada HILIC (H09). Esquerda: Ampliagdo da regido entre 0,5
até 4,5 ppm; direita: ampliagao da regiao entre 6,3 até 8,5 ppm. Os assinalamentos foram a partir de base de dados.

A RMN em solu¢io ainda tem muito a contribuir no entendimento dos principais processos que ocorrem no solo,
pois ainda estd 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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B. PIROLISE E REACOES DE HIDROLISE E METILACAO TERMICAMENTE ASSISTIDAS
(TERMOQUEMOLISE) PARA IDENTIFICAGAO DE COMPOSTOS NAS SUBSTANCIAS HUMICAS

Luciano Pasqualoto Canellas

1. INTRODUCAO

A pirdlise consiste na degradacio térmica da matéria em atmosfera inerte. L um método analitico termodegradativo
muito util na caracterizagdo quimica de compostos e misturas complexas (Silvério et al., 2008). Com a transferéncia muito
rapida de energia térmica para a amostra ocorre a perda de elétrons e a formagdo de radicais livres. A fragmentagdo do
composto ocorre para estabilizagdo do restante da estrutura e os fragmentos gerados podem ser uteis na identificagio de
estruturas quimicas especialmente quando separadas por cromatografia gasosa ¢ identificadas por espectrometria de massas
(CG-MS). A técnica tem sido amplamente usada para a caracteriza¢do da matéria organica do solo (Sainz-Jimenez, 1996). O
principal avanco no método na aplicagdio em matéria organica foi o uso de reagdes de hidrdlise e metilacdo antes do
aquecimento da amostra (Challinor, 1989, 1991). As rea¢bes de hidrolise e metilagao termicamente assistidas (THM) ou
termoquemolise (do inglés thermochemolysis) evitam as perdas de grupos COOH e OH durante a fase de transferéncia de
energia térmica e diminuindo a produgio de artefatos. Varios agentes alquilantes tem sido proposto para a termoquemolise
das amostras. O mais usado continua sendo o hidréxido de tetrametil amonio (TMHA). Outro passo significativo na area foi
desenvolvimento da termoquemolise off-line permitindo o uso de grande quantidade de amostras (gramas em vez de pouco
miligramas) e aumentando a consisténcia da analise comparativa por métodos estatisticos. Por fim, apesar de rapido e capaz
de identificar componentes moleculares presentes na matéria organica a tanto a pirdlise como as rea¢oes de hidrélise e
metilagdo termicamente assistidas necessitam da extracdo prévia da matéria organica e suas fragoes para obtengao de resultados
confidveis uma vez que a interacio com a matriz mineral em amostras intactas de solo produz uma quantidade de artefatos
indesejaveis especialmente reagdes de ciclizacdo e formagio de compostos aromaticos. Spaccini et al. (2013) propuseram o
tratamento prévio de amostras com 4acido fluoridrico antes das rea¢oes de hidrélise e metilagdo. A técnica é capaz de reduzir
os problemas da interacio com silicatos candidatando o método a avaliagao direta da qualidade da matéria organica do solo.

2. FUNDAMENTOS

A pirélise ¢ um método analitico térmico muito util para estudo de amostras e misturas complexas tais como as que
ocorrem na matéria organica no solo. A transferéncia de grande quantidade de energia térmica em fragdes de milissegundos
sob atmosfera inerte retira elétrons da amostra produzindo radicais organicos. F gerada uma instabilidade pela perda de
elétrons. As vibracoes das ligages entre os atomos sio afetadas e para estabilizar a estrutura ocorre a fragmentacio e o
rearranjo. Os fragmentos volateis podem ser diretamente identificados por espectrometria de massas (Py-MS) ou ainda serem
capturados e separados pot cromatografia gasosa e, em seguida, identificados por espectrometria de massas (Py/GC-MS). A
pirdlise pode ser realizada em fornos ou em pirolizadores que transferem energia térmica por filamento aquecido por
resisténcia ou por indugio. Este processo ¢ chamado de flash pirdlise por inducio térmica ou pirdlise por Curie-Point na qual
poucos microgramas (5 a 10 pg) de amostra sao colocados no porta-amostra, a energia térmica (700°C) ¢é rapidamente
transferida sob alto vacuo e, dessa forma, os produtos analisados por espectrometria. F a chamada flash pir6lise on line. O
fundamento da técnica é, portanto, a producao de radicais livres e identificagao dos produtos de reagdo térmica. Uma descri¢ao
detalhada do método e dos equipamentos pode ser encontrada em Bracewell et al. (1989).

A transferéncia rapida de grande quantidade de energia produz uma série de reagdes na amostra, especialmente a de
descarboxilagio e desidroxilagaio. Como os acidos carboxilicos e as hidroxilas fendlicas e endlicas sdo os principais
grupamentos funcionais responsaveis pela acidez da matéria organica, trata-se de uma questdo pertinente. Challinor (2001)
introduziu o pré-tratamento da amostra com um reagente capaz de hidrolisar ligacoes ésteres e éteres e, em seguida, metilar
as posigoes geradas. A reagdo de hidrélise e metilacio termicamente assistida (HMTA) ficou mais conhecida como
termogquemdlise. A amostra é, portanto, previamente tratada com o agente alquilante sendo o TMHA o mais utilizado (Figura 1)
e, depois, submetida a0 aquecimento.
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Hidroélise Alcalina:

o) i o)
rRe? Ho —2f rRc?Z + RoH
No-R No
Formacéo de sais de aménio:
/O O
rRc” + RMOH rRc?Z  + OH
No NONR,
ROH + RMNOH™ RORR, * HO
Dissociagéo térmica das sais:
O
R C// R'C/ + R3N
] N NoRr Figura 1. Mecanismo da hidrolise e metilagio assistida
O NR, termicamente com sais quaternarios de amonio.
R-O_RIR4 _ R-OR + RSN FONTE: Adaptado de Challinor (2001)

Além disso, foi desenvolvido o método gff-iine, no qual a reacio entre a amostra ¢ o agente alquilante ocorre em
ampolas fechadas sob vacuo. Apds o aquecimento a ampola ¢ aberta e os produtos sio capturados com solvente apropriado
e analisados por métodos cromatograficos e espectrométricos (Hatcher et al., 1995). Quantidades maiores de amostras (20-30
mg) podem ser analisadas pois nio sio inseridas diretamente no probe pirolisador. Uma variacio desse método de hidrdlise e
metilagdo termicamente assistida gff-/ine foi popularizada por Grasset ¢ Ambles (1998), que consiste na termoquemolise
preparativa. Assim, grandes quantidades de amostras (1 a 2 g) sdo colocadas em barcos de quartzo e banhadas com 1 a 2 mL
de TMAH 25% em metanol. Apds a secagem, as amostras sdo transferidas para um reator tubular de vidro Pyrex que, por sua
vez, ¢ introduzido num forno com temperatura programada (Figura 2).

Figura 2. visio geral do dispositivo utilizado
para reacio preparativa de hidrdlise e
metilagao termicamente assistida
(termoquemolise  preparativa  off-line).  As
amostras sdo colocadas nos barcos de quartzo
e inseridas no reator tubular. A temperatura
do forno ¢ controlada ¢ o gas inerte de arraste
conduz os compostos volateis para os traps
vidro contendo solvente orginico e imersos
em banho de gelo. Apds a remogao do
solvente os compostos sio analisados.

A amostra ¢ aquecida em atmosfera inerte proporcionada por um fluxo constante de gés inerte (normalmente hélio)
que arrasta os produtos volateis para fora do forno. Os produtos da termoquemolise sdo capturados em frascos contendo
solventes (normalmente cloroférmio devido a facilidade de remogao) imersos em banho de gelo. O solvente ¢é retirado sob
baixa temperatura ¢ os produtos entdo analisados com métodos apropriados.

Hatcher e Clifford (1994) verificaram que o TMAH ¢ tao efetivo a 300°C tanto quanto a 700°C para a produgdo de
produtos volateis em amostras de acidos humicos (ésteres e diésteres metilicos de acidos graxos, ésteres metilicos de dcidos
carboxilicos aromaticos e metoxibenzenos), sugerindo que uma quantidade significativa de quebra de ligacdes acontece a
temperaturas sub-piroliticas. Fi mais apropriado denominar o processo como termoquemolise ja que se usa temperaturas
abaixo da pirdlise convencional. Resultados de termoquemolise em baixas temperaturas (250, 300 e 400°C) sao facilmente
encontrados ¢ de acordo com Spaccini et al (2009). Estas “baixas temperaturas” sdo suficientes para reduzir os rearranjos
piroliticos.
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Embora o TMAH seja o agente derivatizante mais utilizados, outros reagentes tém sido estudados. Hidréxidos de
tetraetil-, tetrapropil- ou tetrabutilamonio possibilitam a discriminacio entre acidos alquilados ou fendis e grupamentos
metilicos pré-existentes (Challinor, 1996; Guignard et al., 2000). Os acetatos de tetraalquilamonio (menos basicos que os
hidréxidos) alquilam somente 4cidos livres sem promover a hidrélise (Hardell & Nilvebrant, 1999; Grasset et al., 2002). O
acetato de tetrametilamonio (TMAAc) pode substituir o TMAH devido a sua seletividade e condi¢es mais suave de reagao.
O TMAAC foi usado pela primeira vez na termoquimélise por Hardell e Nilvebrant (1999). E seletivo para a metilacio de
acidos livres sem alterar qualquer éster presente, uma vez que nao reagem em condi¢oes de alcalinidade média diferente do
TMAH, uma base muito forte, que hidrolisa os ésteres ¢ metila os 4dcidos resultantes, bem como metila qualquer acido livre
presente. O estudo comparativo do tratamento da matéria organica natural aquatica com sais de tetrametilamonio de diferente
forcas de basicidade foi realizado por Joll et al. (2004). Foram empregados além do TMAH e TMAAc, o carbonato de
tetrametilamonio (TMACO;) e brometo de tetrametilamoénio (TMABr). Este ultimo ndo foi efetivo como reagente
termoquimolitico. O TMAAc em metanol produziu uma gama diferente de compostos em relagao ao TMAH em metanol e
TMACO; em dgua. Somente neste tratamento foi detectado a presenca de compostos sulfurados e ésteres metilicos. Os
autores propuseram um mecanismo para a formag¢ao destes metil-ésteres envolvendo a transesterificagdo com fon metdxido
derivado do solvente (Figura 3) e concluiram que o uso do TMAAc em metanol na termoquimolise “off-/ine” preserva mais a
informacio estrutural da matéria organica que o uso do TMAH/MeOH ou TMACO3/H:0.

(fa IRS) ~ ¢ ¢ ©)
HiC—N=CH; CH;CO™ + HZOCH; ———p CH;COH + HyC-N=CH; ~OCH3
CHj CH,
Acetato de Metanol Etanol Metdxido de
tetrametilamonio tetrametilamonio
Co Qo & 2
S or “ocH "OCH; | Cor
oty — T
S

OCH3

Figura 3. Mecanismos propostos por Joll et al., 2004 para a formac¢ao i sitn de metéxido de tetrametilamonio e da
transesterificagdo de ligagSes ésteres com o fon metoxido para produzir metil ésteres.

O isolamento de substincias humicas ¢ a remo¢do de minerais sdo processos tediosos ¢ muitas vezes alteram a
natureza quimica dos compostos presentes. O uso de amostras intactas de solo sem a passagem por procedimentos de extra¢io
¢ a obtengao de resultados de forma rapida pela flash pirdlise é tentador e vem sendo usado especialmente de forma relativa,
comparando-se efeitos de uso e manejo na qualidade da matéria organica do solo (Hempling & Schulten, 1990). Uma limita¢ao
encontrada para determina¢do da natureza quimica das amostras intactas de solo por pirdlise sdo as reagdes de ciclizacao e
aromatiza¢do de compostos da matéria orginica do solo induzidas pela presenca das argilas. Faure et al. (2006) usaram
compostos modelos e substincias humicas naturais e observaram a descarboxilacao de dcidos alcandicos durante a pirdlise e
produgio de alcenos de cadeia mais curtas. Na presenca de esmectita, foi observada uma intensa aromatizacio das amostras
com geragao de alquilbenzenos e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos durante a pirdlise de alcandis e, especialmente, de
acidos alcandicos. A desidratacio de dlcoois catalisada por atrgilas do tipo 2:1 ¢ uma reagdo ja bem conhecida. O
"embaralhamento" das estruturas dos alcenos produzidos e a ciclizagdo e aromatizagio ocorrem na presenca de esmectita. Os
produtos siao detectados, mas a descricdo de como isso ocorre ainda nio ¢ muito claro. Foi demostrado por Faure e
colaboradores que a reagdo de hidrélise e metilacio termicamente assistida reduz esse problema. Spaccini et al. (2013)
demonstraram a eficiéncia do pré-tratamento de desmineralizacio de amostras solo com acido fluoridrico para evitar a
formacio de artefatos antes das reagSes de hidrolise a metilagio termicamente assistidas aumentando a capacidade de analise
do método. Eles usaram solos de diferentes regioes da Italia (Turim ao norte, Piacenza na regiao Central e Napoles no Sul da
Itilia) com composicio mineralégica dominada por argilas do tipo 2:1 (clorita, vermiculita, esmectitas e minerais
interstratificados) e 1:1 (caulinita). O 4cido fluoridrico ¢ eficiente para quebrar ligagSes Si-O e desmineralizar as amostras.
Resta saber se em solos oxidicos a influéncia na pirélise ¢ também acentuada.

A identificagdo dos produtos da pirdlise em amostras complexas depende da eficiéncia da separagdo e da habilidade
de interpretagdao dos espectros de massas. O mais comum, devido ao grande nimero produtos obtidos com as rea¢oes de
hidrolise e metilagdo termicamente assistidas, ¢ a comparag¢do por semelhan¢a com bibliotecas de espectros. Para tanto existe
uma vasta literatura dos produtos de pirolise e termoquemolise dos principais biopolimeros presentes na matéria organica do
solo e nas substancias himicas. A identificacdo de subprodutos de ligninas, acidos graxos, carboidratos, derivados de proteinas
¢ aminodcidos ¢ a base para a interpretagao e uso do método.
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A lignina representa cerca de 20-35% da biomassa vegetal e sdo classificadas de acordo com a quantidade relativa
dos monomeros guaiacila (G), siringila (S) e p-hidroxifenila (P), derivados dos alcoois coniferilico, sinapilico e p-cumarilico,
respectivamente (Figura 4). As ligninas de giminospermas sao formadas quase exclusivamente de unidades de G, enquanto
das angiospermas perenes estao constituidas por unidades de S ¢ G ¢ os trés mondmeros formam as ligninas das Poaceas,
sendo o P o maior constituinte.

No procedimento termoquimiolitico de ligninas com TMAH, pela degradagao quimica principalmente de ligagdes -
O-4 alquil-aril éter (Hatcher et al., 1995; Martin et al., 1995), sao produzidos os monémeros metilados de unidades de p-
hidroxifenol, guaiacila e siringila.

HO

A 0 2R\
Ligagdop-0O-4
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|
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CH,0H CHz0H CH,OH
| | |
CH CH ﬁJH
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H H
p-hidroxifenila  3-metoxi-4-| hldroxrfenlla 3,5- dlmetoxu—4 hidroxifenila dlcool sinapilico alcool coniferilico dlcool p-cumarilic
(P) (G) (S)

Figura 4. Ligacio 3-O-4 alquil-aril éter nas ligninas (A), monémeros de ligninas (B) e seus alcoois precursores (C).

FONTE: Adaptado de Abreu et al. (2009) e Canellas e Aratjo (2005)

Baseando-se nos resultados obtidos com lignina natural e num dimero usado como modelo de lignina aliado a uma
combinacio de reagentes marcados com PC e deutério, para diferenciar as reagdes promovidas pelo TMAH e o solvente
MeOH, Filley et al (1999) prop6s um mecanismo de reagio do TMAH apresentado na Figura 5. Os autores propoem um
deslocamento intramolecular do grupamento B-fendxi e a formacio de dois intermediatios epoxi-propano de guaiacila: o
y—hidroxi-o,3-epoxido e o a-hidroxi-8,y- epdxido. O metéxido funciona com um nucledfilo para abrir o anel epéxido.

A termoquemolise “gff-line” com TMAH de compostos usados como modelo de lignina que ndo contém grupamentos
carboxilas, produzem quantidades significativas de produtos oxidados incluindo acidos 4-metoxi e 3,4 dimetoxi benzoicos
com seus ¢steres metilicos. As reagdes de compostos aromadticos sem grupamentos carboxilas com TMAH podem produzir
acidos benzoicos (Hatcher & Minard, 1995).
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Os lipideos se encontram em todos os organismos vivos e sio dificeis de definir estruturalmente. Eles sio definidos
operacionalmente como substancias que, sendo insoliveis em agua, podem ser extraidas com solventes organicos de baixa
polaridade, como por exemplo: cloroférmio, éter, benzeno etc. Este fato faz com que dentro dos lipideos se agrupem
diferentes tipos de substincias: graxas, esteroides, terpenos, ceras, entre outros. Os lipideos podem ser compostos
hidrofébicos (ndo polares) ou anfipaticos (com substituintes ndo polates e apolares). Embora eles constituam uma classe bem
definida de biomoléculas, em alguns casos podem ser encontrados em forma combinada com outras substancias como os
carboidratos e proteinas.

Os 4cidos graxos se encontram em grandes quantidades nas células e tecidos de plantas e microrganismos. Eles sio
classificados de acordo com o nimero de dtomos de carbono, o nimero e a posicao das duplas ligacoes na cadeia de carbono
e a presenca de grupos funcionais. Os acidos graxos podem ainda ser divididos em dois grupos: lineares ou ramificados. No
estado livre s6 aparecem em tragos, encontrando-se esterificados em estruturas lipidicas complexas. Na Tabela 1 sio
apresentados alguns dos dcidos graxos mais comuns no vegetal.

Nos acidos graxos hidroxilados, as posi¢des possiveis do grupamento hidroxila sio a ou Cs, § ou Cs, w ou carbono
terminal da cadeia hidrocarbonica (oposto ao grupamento carboxila) e (w-1) (Brondz, 2002). Goosens et al. (1986) atribuem
os acidos B-hidroxilados, que se encontram ligados por meio de ligagSes quimicas labeis por ataque acido, as bactérias.

Segundo Brondz (2002), muitos dos acidos graxos saturados de cadeia normal sio amplamente distribuidos na
natureza e com frequéncia encontrados nas bactérias. Existem trés tipos de acidos graxos saturados mono-ramificados, sendo
eles: a série iso, com férmula (CH3)2CH(CH2),COOHj; a série anteiso, com férmula CH3;CH2CHCH3-(CH2),COOH e, a série
anteiso que apresenta ramificacio no meio da cadeia, com férmula CH3(CH2),CHCH3(CH2)m COOH. Existe também os
acidos graxos mono-insaturados, sendo os de isomeria trans, preferencialmente de bactérias (Volkman et al., 1980). Os varios
tipos de acidos graxos encontrados em bactérias estio mostrados na Tabela 4 (Suzuki et al., 1993).

Tabela 1. Alguns dos acidos graxos comuns (nas formas anionicas) nos lipideos.

Nde C LIGACAO DUPLA  NOME IUPAC (COMUM) FORMULA MOLECULAR
12 0 Dodecanoato (Laurato) CH;-(CHy), ,CO0”
14 0 Tetradecanoato (Miristato) CH3-(CH;),,-COO"
16 0 Hexadecanoato (Palmitato) CH;-(CH,), -COO™
18 0 Octadecanoato (Estearato) CH;3-(CH;),,-COO"
20 0 Eicosanoato (Araquidato) CH;-(CH;),-COO"
22 0 Docosanoato (Behenato) CH;3~(CH,),,-COO’
24 0 Tetracosanoato (Lignocerato) CH;3-(CH,),,-CO0"

CH3(CHp; , (CH);-COO

16 1 ¢is-A°-Hexadecenoato (Palmitoleato)
o Om
) CH3-(CHy) (CH1)7-COO-
18 1 ¢is-A%-Octadecenoato (Oleato) g
v Om
18 3 ¢is-A%1215-Octadecatrienoato (Linolenato) CH;CH2(CH=CHCH 3)3(CH) §COO’
20 4 ¢is-A>$1L14-Ficosatetraenoato (Araquidonato) CH;3(CH3)s(CH=CHCH 3)4(CH),CO0’
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Tabela 2. Alguns dos diferentes acidos graxos encontrados nas bactérias.

ACIDOS SATURADOS

Cadeia linear Acido n-octadecanéico (n-18:0)
Iso-ramificado Acido 14-metil pentadecanéico (i-16:0)
Anteiso-ramificado Acido 14-metil hexadecandico

Acido w—ciclico Acido w—ciclohexilundecanédico

ACIDOS INSATURADOS E SEUS DERIVADOS

Acido monoenéico acido 11-octadecenoico (18:1)

Acido poliendico acido 5,8,11,14,17-eicosapentaendico

Acido ciclopropano acido 11,12-metileno octadecanoico (ciclo-19:0)
Acido 10-metil acido 10-metil octadecandico (t-19:0)
HIDROXIACIDOS

Acido 3-hidréxi acido 3-hidroxidecandico (30OH-10:0)

Acido 2-hidréxi acido 2-hidréxihexadecandico(20H-16:0)

Lores et al. (2006) empregam o perfil de ésteres metilicos de acidos graxos (FAMEs, em inglés) na caracterizacdo de
diferentes estercos e, também, seus vermicompostos produzidos por diferentes espécies de minhocas (Eisenia andrei, Endrilus
eugeniae ¢ Lumbricus rubellus). Os autores encontraram que os acidos graxos 18:2w6 ¢ 20:4w6 aumentam significativamente nos
vermicompostos bovinos com as trés espécies de minhocas. Os autores justificaram este fato pela ativacio e proliferagao de
protozoarios e de fungos, considerando que os acidos graxos 18:2w6 e 20:4w6 sio biomarcadores caracteristicos de fungos e
protozoarios, respectivamente.

Esteres metilicos de acidos graxos (FAMEs) sdo liberados na termoquemélise com TMAH da matéria organica e
substancias humicas. Vecken et al. (1999) reportaram a contribuicdo significativa dos acidos graxos C16, C18:1 ¢ C18 em
acidos humicos isolados de compostos de residuos biologicos. Reveillé et al. (2003) mostraram que os dcidos graxos
constitufam uma fragdo importante no cromatograma de fons totais de acidos humicos de lodos de esgoto apesar da extraciao
exaustiva destes compostos nas amostras.

Os terpenos sao hidrocarbonetos constituidos por unidades de isopreno (2-metil-1,3-butadieno) e divididos em cinco
grupos de acordo com o nimero de unidades de isopreno (Cs) em sua molécula. Assim, os monoterpenos (C-10) com duas
unidades; sesquiterpenos (C-15) com trés; diterpenos (C-20) com quatro, triterpenos (C-30) com cinco, tetraterpenos com
oito (C-40) e politerpenos (C-n) com n unidades de isopreno, respectivamente. As unidades de isopreno se unem formando
estruturas lineares ou ciclicas. Na Figura 6 ¢ mostrado a estrutura do isopreno e de alguns terpenoides. Nos vegetais sao
encontrados um grupo grande de terpenos, componentes de 6leos essenciais das plantas, por exemplo, 0os monoterpenos,
geraniol, limoneno, mentol, principais componentes principais dos 6leos do geranio, limdo e¢ menta, respectivamente. O
esqualeno, precursor na biossintese do colesterol, ¢ um exemplo de triterpeno. Os carotenoides sio estruturalmente
hidrocarbonetos tetraterpénicos, e dos quais o mais importante ¢ o B-caroteno, precursor da vitamina A.
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Os esteroides sdo sintetizados a pattir do isopreno; por isso podem ser incluidos dentro dos compostos terpenoides
e sao derivados do hidrocarboneto perhidrociclopentanofenantreno (Figura 7).

Figura 7. Estrutura do perhidrociclopentanofenantreno.

O colesterol ¢ o esteroide mais abundante, sendo o maior componente nas membranas biologicas das células animais.
O colesterol ¢ membro de um subgrupo de esteroides que contém um grupamento hidroxila no C3 do anel A ¢ uma cadeia
ramificada de oito ou mais atomos de C no C17 (Figura 8). Nas plantas supetiores, o colesterol aparece em raras ocasioes.
Elas contém outros tipos de esterdis chamados de fitoesterois, entre os quais, o estigmasterol e o $-sitosterol (Figura 8).
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Colesterol Estigmasterol B-sitosterol

Figura 8. Estrutura quimica do esteroide: colesterol. (5-colesten-33-ol)
e os fitoesteroides: estigmasterol e §-sitosterol.
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Os esterdis e triterpenois sio os lipideos mais abundantes nos tecidos das plantas (Bull et al., 2000; Nierop et al.,
2003). Triterpenos tetraciclicos e pentaciclicos também sio lipidios tipicos nos tecidos de plantas (Otto & Simoneit, 2001).
Os diterpenos triciclicos, especialmente aqueles com esqueletos abietano, primarano e labdano, sao os mais representativos
dos diterpenoides naturais frequentemente encontrados nas resinas de varias plantas supetiores das familias Coniferae ¢
Leguminosae (Pastorova et al., 1997; Cox et al., 2007).

Na termoquemolise com TMAH de solos (Spaccini et al., 2009), compostos organicos (Spaccini et al., 2007) e acidos
hdamicos (Spaccini & Piccolo, 2009) foram liberados os derivados éter ou éster metilicos dos diferentes compostos terpénicos,
entre os quais os triterpenos tetraciclicos principalmente metil éter e éster de detivados metilico/etilico de colesten-3-ol, os
triterpenos pentaciclicos com estruturas basicas de ursano, lupeano e oleano e os diterpenos triciclicos com esqueletos abietano
e pimarano.

A cutina ¢ um dos principais componentes da cuticula das plantas. Sio formadas basicamente por w-hidroxiacidos e
seus derivados interligados por meio de ligacdes éster, formando um poliéster polimérico de tamanho indeterminado. As duas
familias dos mondmeros de cutina sio compostas por C16 ¢ C18. A familia C16 consiste principalmente de acido 16-hidroxi
palmitico e os acidos 9,16 ou 10,16 dihidroxipalmiticos. A familia C18 consiste principalmente do acido 18-hidroxioleico,
acido 9,10-epoxi-18-hidroxiestearico e 9,10,18 trihidréxiestearico. (Holloway,1982).

A suberina apresenta dois dominios, um poliaromatico ¢ um polialifatico. Os dominios poliaromaticos estao
localizados predominantemente na parede celular primatia e os polialifaticos estio localizados entre a parede celular primaria
e na plasmalema. Presume-se que os dois dominios sejam interligados. A composi¢io qualitativa e quantitativa exata de
monomeros de suberina varia em diferentes espécies. Alguns monoémeros alifaticos comuns incluem o-hidroxidcidos
(principalmente o acido 18-hidroxioctadec-9-endico) e o,w-diacidos (principalmente o acido octadec-9-ene-1,18-didico). Os
monomeros dos poliaromaticos sao acidos hidroxicindmicos e derivados, como feruloiltiramina. Em adi¢do aos componentes
alifaticos e aromaticos, o glicerol tem sido relatado como um componente principal da suberina em algumas espécies. Propoe-
se que a funcio do glicerol seja interligar monémeros alifaticos e, possivelmente, também ligar monémeros polialifaticos a
poliaromaticos.

Del Rio & Hatcher (1998) empregaram a termoquemolise com TMAH na andlise de biopoliesteres alifaticos (cutinas,
cuticulas e suberina) isolados de diferentes plantas. Os principais compostos produzidos corresponderam a derivados metilicos
de acidos graxos de cadeia longa, acidos graxos hidroxilados e acidos o, w alcenodioicos. Foi observado a isomerizacio de
alguns acidos graxos, evento que aumenta a complexidade de interpretagio da mistura dos produtos obtidos (Hardell &
Nilvebrant, 1999).

Polissacarideos como celulose, hemicelulose e pectinas sao constituintes da parede celular das células vegetais. A
celulose ¢ composta de unidades de glicose unidas por ligacoes glicosidicas 8-1,4 ¢ as hemiceluloses referem-se a uma mistura
de polimeros de hexoses, pentoses e acidos urdnicos. Ja a pectina ¢ um polimero do acido galacturénico parcialmente
esterificado com grupos metoxila. O amido ¢ o polissacarideo de reserva das plantas, ¢ tal como a celulose, ¢ constituida por
unidades de glicose embora as ligacdes glicosidicas sejam do tipo «-1,4 ¢ a-1,6.

Alguns autores tém reportado a auséncia de picos derivados de carboidratos nos cromatogramas de fons totais de
susbtancias himicas obtidos com TMAH, justificando este fato pela pouca sensitividade desta técnica para estes compostos
(Clifford et al., 1995; Chefetz et al., 2000). Nao obstante, Fabbri ¢ Helleur (1999) reportaram que a termoquemolise com
TMAH da celulose ¢ amido produziu 1, 2, 4-trimetoxibenzeno enquanto Schwarzinger et al (2002) mostram que os
parametros, como conteudo de TMAH, temperatura e tempo de pirdlise, devem ser otimizados a fim de revelar derivados de
carboidratos nos cromatogramas de fons totais. Spaccini e Piccolo, (2007) avaliaram o conteido de C organico nas amostras
de composto organico antes e depois da pirélise e verificaram que quase 50% do C organico permanece no residuo sélido.
Segundo eles a configuragio atual dos parimetros da termoquemolise (T= 400°C durante 30 minutos) ¢ altamente seletiva
para ligninas ¢ compostos alquilicos e reduz a identificacao simultanea das unidades de carboidratos a partir de celulose.

As proteinas sdo polipeptideos formados pela unido sucessiva e covalente de aminodcidos através de ligagSes
peptidicas. Tem sido isolado mais de duzentos aminoacidos de todas as fontes naturais, dos quais somente vinte sio
constituintes naturais das proteinas. Os vinte aminoacidos constituintes das proteinas tém o grupamento amino (NHz) no Ce,
ou seja, a unidade monomérica das proteinas sao os acidos a-amino carboxilicos.

Chiavari e Galletti (1992) sugeriram que os pirolisados de aminodcidos sao resultados de reagdes de condensacio
intramolecular, homolises, formagdo de ligagao peptidica e perda de diéxido de carbono. Hendricker ¢ Voorhees (1998)
realizaram a pirdlise com TMAH de aminoacidos, peptideos e oligopeptideos e amostraram que a metilagio ocorre nos
grupamentos com unidades de hidrogénio acidicos (grupamentos -OH e -NHy). Os autores sugerem que, nessas condi¢oes,
oligopeptideos ¢ aminodcidos formam dipeptideos ciclicos com perda de dgua. A seguinte equagdao mostra o mecanismo de
desidratacdo, o qual pode acontecer durante a pirdlise de um dipeptideo.
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Figura 9. Mecanismo de desidratacdo do peptideo durante a pirolise.

O primeiro passo envolve o ataque nucleofilico do grupamento amino terminal ao grupamento carbonila do seguinte
residuo. O intermedidrio formado perde agua para formar dicetopiperazina. A sequéncia de aminodcidos no dipeptideo
determina a funcionalidade dos grupamentos R.

Na termoquemolise com TMAH de material humico nao se encontram residuos de unidades de proteinas, peptideos
ou aminodcidos. Nos pirolisados, os compostos nitrogenados sao encontrados em pequenas quantidades como compostos
heterociclicos e, geralmente, sdo reportados como miscelineas (Peuravuori e Pihlaja, 2007). As principais estruturas
heterociclicas nitrogenadas apresentadas na termoquimolise de materiais humicos reportadas na literatura sao derivadas de
pirrol, indol, imidazol e pirimidina (Figura 10).

) k X

Pirrol Piridina Imidazol Indol

Figura 10. Compostos heterociclicos de nitrogénio.

Numerosos trabalhos tém empregado esta técnica para melhorar o entendimento do processo de humificacio, no
solo ou na compostagem, perseguindo a biotransformagao de entidades aromaticas a partir de derivados da lignina (Del Rio
et al.,, 1994; Chefetz et al., 2000; Spaccini e Piccolo, 2007; Spaccini et al., 2009), assim como também na caracteriza¢do do
material humico isolado de compostos com diferentes graus de maduragio (Mikki et al., 1999; Amir et al, 2006; Spaccini e
Piccolo, 2009).

Hatcher & Clifford, 1994 ¢ Del Rio et al. (1994) mostraram que a termoquimolise com TMAH de AH isolados do
solo produz ésteres metilicos de acidos metoxi, dimetoxi e trimetdxi benzeno carboxilicos e ésteres metilicos de acidos graxos.
Del Rio et al. (1994) sugeriram a formagao de unidades de acido benzeno carboxilico durante o processo de coalificacio. Mikki
et al. (1999) observaram, com aumento do tempo de maduragio no curso do compostagem, aumento na quantidade relativa
de alquilbenzenos e diminui¢ao na de alquilfénois. Vecken et al. (1999) observaram que durante a compostagem aumenta,
principalmente, a quantidade de compostos do tipo metoxifénois com respeito aos outros compostos aromaticos sugerindo
0 aumento na solubilidade da lignina. Os autores também reportam a contribui¢ao significativa dos acidos graxos C16, C18:1
e C18 dos AH de composto de residuos biol6gicos.

Amir et al (2006) sugerem mudangas estruturais nos AH nos diferentes estigios de compostagem, em comparagao
com a abundancia relativa dos pirolisados obtidos em cada estigios. A abundancia relativa (Pi), de cada um dos produtos da
pirdlise, pode ser calculada por meio da razio entre a area do pico correspondente e a somatdria das areas de todos os picos
considerados no pirograma (Ayuso et al., 19906):

Pi = a; + Sa; (Equagao 1)
onde, a; ¢ a area de cada pico no cromatograma.

Estes autores empregam também o indice de similitude (Sj) para comparar os pirogramas de AH extraidos do lodo
de esgoto em cada uma das etapas sucessivas de compostagem. O indice ¢ calculado pela seguinte expressao:

Si=[2X (Pi=P5)]+n Pl <Py (Equagio 2)
onde: Pk ¢ a bundancia relativa de cada uma das unidades liberadas nos pirogramas i e j; ¢ n ¢ o numero de picos.

O indice de similitude (Sij) compara dois pirogramas ¢ fornece o grau de semelhanga entre suas composi¢oes
estruturais quimicas (Ceccanti et al., 1986; Ayuso et al., 1996).
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Dentro dos produtos mais abundantes liberados na termoquimiolise de material himico (solo, composto ou
vermicomposto e/ou AH isolados destas fontes) sdo encontrados os compostos atométicos detivados de ligninas e compostos
alquilicos derivados principalmente de lipideos: acidos graxos, w-hidroxi dcidos, hidroxiacidos de cadeia média, 4dcidos
alcanodidicos, n-alcanos, diterpenoides e triterpendides.

Os produtos classicos liberados na termoquemolise de material humico derivados de ligninas sao geralmente os
produtos oxidados das moléculas de di e tri metoxifenilpropano (Figura 11A) tais como: benzaldeido (P4, G4, S4); acetofenona
(P5, G5, S5) e acido benzdico (P6, GG, S6). Também sio freqiientes os isdmeros cis/trans de 1-(3,4-dimetoxifenila)-2-
metoxietileno (G7, G8) e 1-(3,4,5-trimetoxifenila)-2-metoxietileno (S7, S8) apresentados na Figura 13 B, os enantiomeros de
1-(3,4-dimetoxifenila)-1,2,3-trimetoxipropano (G14, G15) e 1-(3,4,5-trimetoxifenila)-1,2,3 trimetoxipropano (S14, S15). O
derivado P mais habitual e abundante ¢ o 3-(4-metoxifenila) acido 2-propendico, que segundo Spaccini et al. (2009) pode
resultar também da oxida¢ao das unidades aromaticas de biopolimeros de suberina nos tecidos de plantas lenhosas.

A H_ O HiC. O CH;0. O P: R'eR"=H
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OcH; OcH; OcH; S: R’eR”=OCH,
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Figura 11. Produtos classicos derivados de ligninas liberados na termoquemolise de material himico, os grupamentos metila
(em azul) derivam do TMAH.

FONTE: Adaptado de Spaccini et al. (2009)

Enquanto as formas acidicas e aldeidicas de G e S sio o resultado da oxida¢do progressiva da lignina, os homoélogos
correspondentes com uma cadeia lateral metoxilada sao indicativos de componentes de lignina nio modificada, os quais
mantém a ligacdo intermolecular propiléter (Spaccini et al., 2009). A extensdo da degradagdo da lignina pode ser estimada
através de indices estruturais baseados nas quantidades relativas de produtos especificos derivados de G e S liberados na
termoquimidlise (Hatcher et al., 1995). Chefetz et al. (2000) mostram que a razdo dos compostos siringila/guaiacila (S/G)
diminui sugerindo uma degradacao preferencial das unidades S pelos microrganismos. Outros autores (Chefetz et al., 2002;
Amir et al., 2000), ndo encontram mudancas significativas com este indice e utilizam outro indice para acessar ao estadio de
degradacio das ligninas: a razdo 4cido/aldeido (Ad/Al). Segundo Chefetz et al. (2002) um decrescimento no conteudo de
compostos de lignina e um aumento da razdo Ad/Al decotrem do processo de humificacio no solo. O indice Ad/Al é a razio
da area do pico da estrutura acidica sobre a estrutura aldeidica cotrespondente, por exemplo: G6/G4 e S6/S4. Outro indice
usado ¢ I' que corresponde a razdo da area do pico da estrutura acidica sobre a soma das dreas dos picos dos isdGmeros
treo/etitro (I'G = G6 + [ G14 + G15 ] e I'S=S6/[S14+S15], respectivamente. Ambos os indices sio considerados como
bons indicadores da transformacao bioxidativa da lignina (Vane et al 2001b). A caracterizagdo molecular durante diferentes
estadios da compostagem foi realizada por Spaccini e Piccolo (2007) que aplicaram estes indices (Tabela 3) sugerindo, a partir
dos dados da literatura (Vane et al, 2001b, Vane et al, 2003) para tecidos frescos ¢ decompostos da madeira, uma
decomposicio avangada da lignina durante o primeiro periodo de compostagem. Neste trabalho o parametro I'S nio foi
estimado pela coelugdo cromatografica de S15 com o pico intenso do hexadecanoato de metila. O contetdo invariavel de S e
G e a presenca de moléculas menos modificadas (G14/15 e S14/15) no composto final confirmam a estabilidade da lignina
durante a compostagem. Spaccini et al (2009) também empregaram estes indices no seguimento de alteracdes moleculares da
matéria organica de solos cultivados durante um ano com e sem adubagao. Os autores sugeriram uma efetiva incorporacio de
moléculas de ligninas, sem degradar ou parcialmente modificada, na MOS a partir da diminui¢do observada nos indices
estruturais do solo adubado.

Os principais e mais abundantes compostos alquilicos liberados na termoquemolise correspondem aos ésteres
metilicos de acidos graxos (FAMEs) lineares ou ramificados, saturados ou ndo. Durante o processo de humifica¢io o conteudo
destes compostos diminui embora persista uma vez estabilizado. A preservacio seletiva destas moléculas hidrofébicas tem
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sido reconhecida entre os fatores principais que permitem a acumulacio de compostos organicos recalcitrante no solo
(Almendros & Sanz, 1991; Grasset e Amblés, 1998).

Tabela 3. Indices estruturais durante os estadios de compostagem (60, 90 e 150 dias)

INDICES 60 90 150
Ad/AIG 38 41 43
Ad/ALS 5,0 49 51
Tc 2,9 2,8 3,0

FONTE: Adaptado de Spaccini e Piccolo (2007)

A natureza do 4cido graxo permite conhecer a contribui¢do e origens deles na matéria organica. Desta forma, acidos
graxos de cadeias longas e de numero par de atomos de C sio a contribui¢do de biopoliésteres alifaticos e plantas superiores,
respectivamente (Naafs et al., 2004). Autores como Amblés et al. (1994) e Naafs et al. (2004) sugerem que a presenga marcada
de FAME de nimero par sobre numero impar de atomos de C indica a contribui¢do das plantas superiores nos compostos.
No material humificado originado de composto ¢ habitual a liberagdao de derivados dos acidos palmiticos (C106), estearico
(C18) ¢ oléico (C18:1), os quais sao oriundos de organismos vivos ou deteriorados e de hidroxiacidos provenientes de cutina
e/ou subetina e, também, de microrganismos. A participa¢io direta da atividade microbioldgica na incotporagio de produtos
a0 material humificado ¢ revelada pela detecgao de FAMESs de cadeia ramificada, destacando-se os acidos iso-C15 e anteiso-
C17. Outros compostos alquilicos que permanecem na matéria organica humificada e utilizados, as vezes, como
biomarcadores do processo de humifica¢ao sio os terpenos e esterdis.

Spaccini e Piccolo (2007) na caracterizacio de alteracdes moleculares de um composto a estigios crescentes de
maduragao (60, 90 e 150 dias) ndo encontraram mudangas significativas na quantidade ¢ composicio de diterpenos triciclicos
e triterpenos tetra e pentaciclicos. Nos pirolisados foram encontrados principalmente acidos diterpénicos abiético, pimarico e
isoprimarico e seus produtos diagenéticos, tais como, derivados dos acidos dehidroabiético e dehidroabietano e dcido labdano.
Além disso, foram encontrados triterpenos tetraciclicos representados pelos étetes e ésteres de detivados metil/etil colesten-
3-ol e triterpenos pentaciclicos com estruturas ursano, lupeano e oleanano. No seguimento das alteracoes moleculares da
matéria organica de solos cultivados durante um ano com e sem adubacio, por meio da pirdlise “gff-/ine” com TMAH, Spaccini
et al (2009) encontraram variacoes qualitativas e quantitativas significativas entre o solo adubado ¢ o solo controle. Somente
na matéria organica do solo adubado, eles encontraram pequenas, mas significativas quantidades de derivados di e
triterpendides ciclicos, sugerindo que a termoquemolise de amostras do solo pode ser til na avaliacio de mudancas na matéria
organica. Derivados di e triterpenos sido considerados como indicadores da entrada de plantas coniferas ¢ angiospermas em
ambientes marinhos e terrestres; portanto, comegam a ser biomatrcadores para tracar as fontes bioldgicas na matéria organica
natural (Otto & Simoneit, 2002; Naafs et al., 2004).

Spaccini e Piccolo (2009) fizeram a caracterizagdao dos acidos humicos isolados de composto de estadios crescentes
de maturacao (AH-60, AH-90 ¢ AH-150 dias). Uma quantidade significativa de diterpenos triciclicos e triterpenos tetra e
pentaciclicos foram identificados entre os produtos da termoquemolise do AH-60. Nenhuma mudanga quantitativa ou
qualitativa foi encontrada na distribui¢ao de lipideos diterpendides e triterpendides liberados na termoquimidlise do AH-90 e
AH-150. Derivados de esterdis e triterpendis tem elevada labilidade bioquimica e quando expostos a atividade microbiana sio
rapidamente degradados. A sua persisténcia no composto mais maduro sugere a incorporacio estavel dentro dos dominios
hidrofébicos protetores formados durante o processo de compostagem (Spaccini e Piccolo, 2009). Peuravuori e Pihlaja (2007)
aplicam a termoquemolise com dois reagentes alquilantes, TMAH ¢ TMAAc, no estudo das semelhancas e diferengas
estruturais da matéria organica dissolvida e oito fra¢des obtidas por HPSEC (cromatografia liquida de alta eficiencia por
exclusio de tamanho). Os autores por meio da andlise multivariada dos componentes principais (PCA) verificaram que todas
as subfracoes himicas contém unidades estruturais similar sendo a quantidade relativa delas o fator de discrimina¢do mais
efetivo. Além de confirmar que as degradacoes piroliticas dos materiais humicos tratados com ambos os agentes derivatizantes
sao governadas, praticamente, pelo mesmo mecanismo.

As alteragGes na matéria organica durante o processo da vermicompostagem de dois residuos (esterco de curral e
torta de filtro) foi monitorada por Martinez-Balmori et al. (2013). Os autores verificaram a presenca de derivados de ligninas
especialmente os derivados do 4cido fenikpropanoico, acidos graxos de cadeia curta (identificados como ésteres metilicos) e
alcanos, alcenos, terpenos e esterdides em menor quantidade (Figura 12). Foi identificado a presenca de alcodis de cadeia
longa no vermicomposto de torta de filtro durante todo o processo, resultando em matéria organica de cardter mais
hidrofébico no final da vermicompostagem em relagio ao vermicomposto de esterco de curral. No final da
vermicompostagem de ambos os residuos foi inoculado um microrganismo promotor do crescimento vegetal e apds um ano
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de armazenamento o vermicomposto da torta de filtro apresentou maior nimero de células viaveis desse microrganismo. O
resultado foi atribuido a prote¢ao de carater hidrofébico da matéria organica (Spaccini et al. 2000).
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Figura 12. Cromatogramas de fons totais de vermicomposto da torta de filtro da industria da cana aos 0 (A), 30 (B), 60 (C) e
90 (D) dias de maturagao.

Uma série de trabalhos recentes apresentam dados da caracterizagdao da matéria organica por pirdlise em diferentes
ambientes no Brasil (Buurman et al., 2013 e 2012; Buurman & Roscoe, 2011; Perobelli Ferreira et al., 2009 Ferreira et al.,
2013). Um importante banco de dados sobre a natureza quimica da matéria organica de solos tropicais pode ser gerado com
a aplica¢ao da técnica.
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Posfacio

Etelvino Henrique Novotny

Substancia Himicas...

Estimado leitor, apés a apresentacdo dessas poderosas, e complexas, ferramentas para o estudo da matéria organica
do solo, penso ser apropriado, seguindo o preceito de Voltaire ("defina seus termos"), iniciar com um pouco de etimologia
como epilogo e preludio dos proximos capitulos dessa empolgante historia:

Homem — Humanos — Humanidade
Do latim homo (Homw sapiens, humanidade), cuja etimologia ¢ htiimus, solo, terra fértil!

Segundo alguns autores, derivou do hebraico: Addao, Adam, em hebraico, "criatura humana feita de terra", que
provém de adamdi, que quer dizer terra, Mae-Terra, e que em latim, por sua vez, setia homo (solo, solo fértil). De acordo a
Wikipedia: 'A palavra "humano" em si vem do latim humanus, um cognato adjetivo para bomo, que se acredita ter sido derivada
de uma palavra proto-indo-curopéia para "terra".

E vamos adiante: em latim humilis era o homem que se inclinava para a terra (quasi aclinans humo), dai humilde...

E assim humus, humicos etc. que remetem a terra fértil ¢ a propria humanidade. Matéria organica do solo como
indicadora de fertilidade. Terra fértil, rica em matéria organica; sendo a fracdo mais abundante desta as substancias humicas,
por isso os termos humus, humicos, todos com a mesma origem de Hozo, humanidade, humilde, terra fértil... Lindo ndo?

Mas vamos adiante, segundo me ensinou o Professor Mangrich, o préprio termo "Quimica" também se relaciona a
matéria organica do solo e substincias humicas. Desde a Antiguidade o homem reconhecia a importincia da matéria organica
do solo e curiosamente, o proprio termo guimica pode tet surgido relacionado a ela. Nas matgens do rio Nilo, depois das
enchentes, as terras ribeirinhas ficavam cobertas por uma camada de material organico escuro trazido das florestas da Africa
por onde o rio passava, material organico esse que garantia a fertilidade do solo. Os egipcios chamavam aquela terra preta de
Khem, e segundo alguns autores, foi de onde se originou a palavra arabe alguimia, que depois transformou-se na palavra guimica.

E toda essa riqueza, esta beleza foi posta em xeque por polemistas profissionais em revistas conceituadas, isso sem
qualquer evidéncia experimental, apenas questionando a nomenclatura e discorrendo obviedades como algo revolucionatio.
Com um discurso competente, figuras ¢ boxes bem elaborados e com um inegavel encanto (o que me remete a0 mito das
sereias), pois sendo humanos, somos tentados ao fantastico, presas faceis para os mercadores de uma pretensa "abordagem
holistica", a uma pretensa visao integrada dos processos e principalmente, adoramos os génios que revolucionam nossa
Weltanschanung, mas quantas vezes isso de fato ocorreu? E quantos fracassaram neste intuito? Mesmo sabendo disso, temos o
pendor para o diferente, o revolucionario.

Pois bem, estes polemistas, cientes disso, atacaram com platitudes a "existéncia" das substincias humicas,
questionando a "terminologia", alegando que por nao existir uma molécula bem definida de substancias humicas, elas nao
existiriam... Imbuido de achar graga nessa futilidade fico imaginando como estes polemistas pedem uma “cerveja”, visto nao
ter uma estrutura quimica definida, nio ser isolavel dos precursores, ser uma denominacio baseada no processo de preparo,
enfim, todos os critérios empregados para negar sua existéncia. Eles chegariam num bar e pediriam: "por favor, me sirva um
fermentado de mosto de cereais, malteados ou ndo, pré-germinados ou nio, adicionados de lipulo e outros ingredientes..." e
daf a0 infinito considerando os diferentes tipos de cervejas (ndo hd nem mesmo um processo Gnico para sua preparagio). O
mesmo vale para vinho, paes etc... Mas para qualquer um com o minimo de bom senso, quando se menciona "cerveja" ou
"substancias humicas" automaticamente vem em mente do que se trata. Mas o incauto pode alegar "sim, no cotidiano, no
balcao de um bar tudo bem nio ser tdo rigoroso...", pertinente, porém, o que dizer do atomo? Gostaria de sugerir a estes
polemistas que questionassem a Fisica Atomica e toda a Ciéncia, inclusive a Quimica, a prépria existéncia do atomo alegando
que todos os estudos e conhecimento que temos relacionado esta "errado" pois o termo ¢ inapropriado, visto que hoje
sabemos que o atomo, do grego: a=nio + fomo=divisio, portanto indivisivel, ¢ sim divisivel! O mesmo vale para, por exemplo,
vitamina (vita + amine, amina vital) pois se acreditava que seriam formadas por aminoacidos e tantos outros exemplos em que
se mantém uma terminologia cldssica por conveniéncia ou tradi¢ao.

Como alternativa (nada) revolucionaria eles propdem um Soi/ Continunm Model, sendo que qualquer um com o minimo
conhecimento sobre a matéria organica do solo sabe que ¢ um continuo, que sio produtos da decomposicio parcial de todos
0s compostos existentes nos seres vivos, ndo ha uma "molécula isolavel de arvore", quem dira dos seus produtos de
decaimento. Todos sabemos que o fracionamento em dcidos filvicos, himicos e humina ¢ meramente operacional, que se faz
necessario no método cientifico de extremo sucesso: analise para posterior sintese. Estudar as partes em detalhes para depois
construirmos o modelo completo, fazermos a sintese das partes, por exemplo, para entendermos de fisiologia (estudo do
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funcionamento), precisamos comegar pelas partes, pela anatomia (aza=em partes + fome=corte). A proposito, gostatia que 0s
polemistas trouxessem para o laboratério uma, conforme termo empregado por eles, "entidade fisica" analisavel, ou que
obtivessem espectros de ressonancia magnética nuclear de qualidade de amostras intactas. Infelizmente muitas vezes
precisamos fazer a abertura de amostras, purifica-las para podermos estuda-las em detalhes.

Enfim, em geral, as técnicas aqui apresentadas, para fornecer resultados de qualidade, prescindem da extracio e
purificacdo do material organico do solo, e como até os polemistas reconhecem, a extra¢io classica com solugio alcalina ¢ a
mais eficiente.

Provavelmente na proxima edi¢do desta obra esta polémica ja estara esquecida e a "boa Ciéncia" ira prevalecer, como
dizia Mario Quintana "eles passardo...", mas achei pertinente comenti-la, até como ilustrativo de como a Ciéncia "funciona"
e progride. Obvio que devemos estar cientes que eventualmente o que sabemos hoje nio esta correto, isso ja aconteceu
inumeras vezes nos proprios estudos das substancias humicas e assim que surgir modelos e propostas mais adequadas,
abandona-se a vigente no belo e eficiente processo de "selecao natural" da Ciéncia, onde a teotia/modelo mais apto sobrevive.
Afinal trabalhamos com verdades provisérias e quando ocorrer: Le Roz est mort. Vive le Roi!
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