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Capitulo 2

Metodologias avangadas para estudos da matéria organica
e seqiiestro de carbono em solos

Ladislau Martin Neto
Débora Marcondes Bastos Pereira Milori
Luiz Alberto Colnago

Marcelo Luiz Simoes

Introducio

s alteragdes climaticas no planeta sdo atribuidas, em grande parte, ao
zumento da concentragio dos gases CO; (gés carbdnico), CH4 (metano) e
N-0 (oxido nitroso) na atmosfera, os quais apresentam reconhecida
szpacidade em contribuir para o chamado efeito estufa’, pela habilidade
em absorver a radiagdo na regido do infravermelho emitida pela terra.
Nesse sentido, o Painel Intergovernamental sobre Mudangas Climéticas
([PCC). em janeiro de 2001, declarou oficialmente que a causa principal
do aumento do aquecimento nos Ultimos 50 anos se deve principalmente
0 aumento na concentragdo desses gases do efeito estufa (GEE)
(HOUGHTON, 2002).

O aumento anual na concentragdo do GEE na atmosfera tem sido
=umado em 0,5% para o CO,, 0,8% para o CHy e 1% para o N,O
{BOWMAN, 1990). Segundo estimativas, mantidas as condi¢des atuais
de emissdo de GEE, a taxa de aumento da temperatura média global neste
seculo sera de aproximadamente 0,3 °C por década (considerando uma
margem de erro de 0.2 a 0.5 °C por década), ou seja, aumento maior que
o observado nos ultimos 10.000 anos (HOUGHTON, 2002). Nessas

) zrzito estufa é um fenémeno natural que se dd devido & presenca de alguns gases
wzoor de dgua, CO,, CHy, CFC, NOx) na atmosfera, formando uma camada de
orotecdo, permitindo que a luz do sol chegue a superficie terrestre, mas impedindo que a
~=2:2¢30 solar retorne ao espago. Assim, a temperatura global ¢ mantida em torno dos
2% (. criando as condigdes de vida existente. Sem o efeito estufa, a temperatura da terra
w2 inferior a —18 °C. A concentrago desses gases vem aumentando e mantendo mais
=x212¢30 solar do que deveria, contribuindo para aumentar a temperatura global.
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condigdes, a agricultura brasileira sera seriamente afetada pelo
aquecimento global (CANZIANI et al., 1998) com aumento na incidéncia
de temporais intercalados por anos de seca prolongada (FEARNSIDE,
2001; GARRITY e FISHER, 2001).

De acordo com o estudo realizado por Fischer e van Velthuizen (2002)
sdo esperados drasticos aumentos dos periodos de seca na Regido
Nordeste, bem como de intensa precipitagdo na Regido Sul. A Regido
Amazonica sofrerdi com significativas redugdes em seus indices
pluviométricos, o que implicard em periodos de queimadas mais
freqiientes.

Segundo o IPCC (2001), 2/3 da emissdo total desses gases sdo
provenientes da queima de combustiveis fosseis e das atividades
industriais, sendo o restante atribuido as atividades agricolas e ao uso do
solo, o qual, dependendo do manejo, altera significativamente as
propriedades fisicas e quimicas da matéria orgénica do solo (MOS).

Por isso, considerando-se os impactos ambientais e as conseqiiéncias
socioecondmicas decorrentes do aumento do efeito estufa, este capitulo
explorara este tema: a agricultura como fonte emissora de GEE, o uso do
solo como uma alternativa de retengdo de GEE e a utilizagdo de
metodologias avangadas para estudo da MOS.

Principais atividades e paises emissores de gases do efeito estufa

A queima de combustiveis fosseis, derivados do petroleo, e as atividades
industriais contribuem com aproximadamente dois tergos da emissdo
total de gases responsdveis pelo efeito estufa, sendo o restante (1/3)
atribuido as atividades agricolas e 8 mudanga no uso da terra.

Da emissio de C-CO;, pela queima de combustiveis fosseis, os paises
industrializados contribuem com mais do que 75% do total. Os Estados
Unidos com apenas 4% da populagdo mundial ¢é responsavel por 20% da
emissdo total, valor semelhante a emissdo atribuida a todos os paises em
desenvolvimento em conjunto. Na Figura 1, sdo apresentados os 15
paises considerados maiores emissores de C-CO,.
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Reino Unido
China [}

Brasil |-

India =
Vietna |
Gana ||

Madagascar
Nepal
Afeganistao |
Uganda
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Somalia

0 5 10 15 20
Emissao per capta de CO, (toneladas)

Figura 1. Emissdo de CO; dos paises mais emissores (Fonte: IPCC).

Balizadores legais - Protocolo de Kyoto

Sete anos e quase dois meses apds ser assinado, o Protocolo de Kyoto
comegou a vigorar a partir de 16 de fevereiro de 2005, envolvendo 141
paises que o ratificaram. Seu inicio foi marcado pela ratificagio da
Russia, um dos paises responsaveis pelas maiores emissdes de gases do
planeta. O acordo, cujo objetivo é reduzir entre 2008 e 2012, 5,2% das
emissdes de GEE, relativo aos niveis do ano de 1990, deixa de fora o
maior poluidor do planeta, os Estados Unidos, ja que, alegando riscos
econdmicos, ndo foram a favor da participagdo no Protocolo.

O Mecanismo de Desenvolvimento Limpo (MDL) foi uma solugdo
possivel para que paises em desenvolvimento, como o Brasil, também
participassem das reducgdes nas emissdes, obtendo “créditos de carbono”
(NOGUEIRA e LOPES, 2005). Criado com base em uma proposta
brasileira durante a Conferéncia de Kyoto, em 1997, o MDL prevé
investimentos dos paises com metas a cumprir na reformulagdo do
modelo energético das nagdes pobres, para a obtengdo desses créditos.

Contudo, a questdo de actimulo de carbono pelo solo, via manejo
conservacionista ndo foi considerada, neste primeiro periodo, como
atividade elegivel para MDL, mas ha evidéncias do potencial de
contribuigdo para o seqiiestro de carbono no solo. Também vale destacar
que, mais que o mecanismo MDL, as atividades conservacionistas
promovem uma agricultura sustentavel e, portanto, ¢é altamente
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recomendavel sua adog¢do. Adicionalmente, uma segunda etapa do
Protocolo de Kyoto, a partir de 2013, comega a ser negociada e de novo a
questdo do seqiiestro de carbono no solo deve vir a ser discutida como
uma atividade elegivel.

Os Solos: fonte e sumidouro de carbono

A Matéria Orgéanica dos Solos (MOS) ¢ reconhecida como um
importante sumidouro e fonte no ciclo global do carbono. Considerando-
se que os solos contém cerca de trés vezes mais carbono que a atmosfera,
o balango entre as entradas e saidas de carbono neste compartimento
possui uma influéncia critica nas concentragoes do CO, da atmosfera e,
possivelmente, no clima global (POST et al, 1997; JOBBAGY e
JACKSON, 2000; KIRSCHBAUM, 2000; POST e KWON, 2000).

Como pode ser visto na Figura 2, os solos constituem um dos <inco
principais compartimentos globais de carbono. Esses compartimentos
incluem: compartimento oceénico, contendo 38000 Pg (1 Pg = 10" g) de
C; compartimento geolégico (ou fossil) com 5000 Pg (4000 Pg de
carvio, 500 Pg de 6leo ¢ 500 Pg de gas natural); solo, com 2500 Pg;
compartimento atmosférico com 760 Pg e compartimento da biomassa
terrestre, com 620 Pg. O reservatorio de carbono no solo contém dois
componentes, um organico com 1550 Pg de C na profundidade de 1 m de
solo e o inorgénico, que contém 950 Pg de C na forma de carbonatos
(SCHLESINGER, 1991). Portanto, o reservatorio de carbono no solo ¢
cerca de 3,3 vezes maior do que o atmosférico e 4 vezes o compartimento
de carbono na biomassa terrestre. Esses cinco compartimentos de
carbono na natureza sio interconectados, havendo, sistematicamente,
troca de carbono entre eles.

O incremento de carbono do compartimento atmosférico se situa na faixa
des 3. Po ano”. Sdo trés as principais atividades antropogénicas que
contribuem para o acréscimo no reservatorio de carbono na atmosfera: 1)
combustdo de combustiveis fosseis; ii) manufatura de cimento; iii)
desmatamento, mudanga de uso do solo e o cultivo, que resulta em
diminui¢do dos estoques de carbono associados a MOS.

Até a década de 1950, 75 a 80% do aumento de carbono atmosférico era
devido ao desmatamento e a mudanga no uso do solo. Nos anos 70, a
contribuigdo dessas praticas caiu para proximo de 50% do aumento anual
na concentragdo de carbono na atmosfera. Na década de 90, em regides
fortemente industrializadas, somente 20% do acréscimo anual de carbono
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na atmosfera pode ser atribuido ao desmatamento, a mudanga de uso e ao
cultllvo'do solo. Contudo, ha fortes indicios de que, em agroecossistemas
tropicais, o fluxo de carbono do solo para a atmosfera seja maior que o

registrado em paises mais desenvolvidos (LAL, 1999; ROSENZWEIG e
HILLEL, 2000).

Reservatoérios globais de carbono e
fluxo de gases para a atmosfera

Geologico
5000 Pg

4000 Pg carvio
500 Pg dleo

6 Pg/ano

0.7 Pg/ano
Deposicio de N

C solo
2300 Pg
15 2.
nore 0.4 Pg/ano

1 Pg/ano

Figura 2. Esquema mostrando os diferentes compartimentos de carbono
=2 lema e os respectivos conteidos de carbono em cada um deles ¢ o
“uxo estimado entre os compartimentos (SCHLESINGER, 1991).

T

Historicamente, as perdas de carbono dos compartimentos solo e
romassa terrestre tém se situado na faixa de 50 a 100 Pg e de 100 a 150
2. respectivamente. Por outro lado, o potencial de segiiestro de carbono
nde ser estimado em 50 a 75% das perdas histéricas de carbono (LAL,
-99Y). A magnitude e a taxa de diminuigdo de carbono do solo aumentam
como conseqiiéncia da degradagdo e declinio da qualidade do solo (LAL,
1999 2004). De fato, perdas liquidas de C, consistentes no tempo, podem
ser consideradas como indicadoras de processos de degradagdo, uma vez
<u¢ a MOS estd direta ou indiretamente vinculada a todas as suas
Tun¢des. Todavia, ha um grande potencial em reverter esses processos de

g L

Zegradacgdo e, a0 mesmo tempo, aumentar o seqtiestro de C no solo.

P

A matéria orginica do solo

Urigem, armazenamento e perda da matéria orgdnica do solo

% marteria organica do solo (MOS) engloba residuos de plantas, animais e
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microrganismos em diversos estadios de decomposi¢do, em intima
associagio com os minerais do solo (CHRISTENSEN, 1992, 1996).

A adicdo de matéria orgdnica (MO) no solo ocorre pela deposi¢do de
residuos orginicos, principalmente de origem vegetal. Via fotossintese,
as plantas captam o CO; atmosférico, fixando-o no tecido vegetal. Por
meio da liberagdo de exsudatos radiculares no perfil do solo, durante a
fase de crescimento dos vegetais, parte do carbono fixado
fotossinteticamente é depositado no solo. O restante ¢ incorporado ao
solo pela deposicdo de folhas ou de toda a parte aérea das plantas, apds a
sua senescéncia e, principalmente, das raizes senescentes.

A quantidade de carbono adicionada ao solo em um agroecossistema
depende das condigdes edafoclimiticas e da produtividade biolégica das
plantas utilizadas em cada sistema de cultura. Quando os residuos
vegetais sdo depositados sobre o solo, sofrem, inicialmente, a agdo da
fauna e, posteriormente, dos microorganismos decompositores. Para os
microorganismos, os compostos organicos presentes nos residtios sao
fonte de carbono para seu metabolismo. A oxidagdo desses substratos na
cadeia respiratéria dos microorganismos resulta na perda de grande parte
do carbono na forma de CO,, que retorna a atmosfera. Uma pequena
por¢do dos produtos resultantes da decomposi¢ao ¢ convertida em
compostos orgAnicos amorfos, complexos e de aparente massa molar alta
(PICCOLO e CONTE, 2000), mais resistentes a decomposicdo,
denominadas substincias humicas (SH) (STEVENSON, 1994). O
estoque de MOS depende, assim, da intensidade dos processos de adigdo
de residuos vegetais e da decomposi¢io destes, sendo varios os fatores
biologicos, quimicos e fisicos que conferem as fragdes orginicas
protegdo ao ataque de microrganismos (SCHLESINGER, 1991).

Enquanto as adigdes de carbono sio diretamente dependentes da taxa de
adigio de residuos vegetais ao solo, as perdas de carbono do solo
ocorrem principalmente pela oxidagdo microbiana dos residuos vegetais
¢ da MO do solo e pela lixiviagdo de compostos organicos soliveis e
erosdo. A magnitude de adigdes e perdas de carbono num determinado
agroecossistema determina sua diregio a sustentabilidade ou a
degradag¢do. Ambos, adigdo e perda de carbono do solo, dependem, direta
ou indiretamente, do manejo do solo. Quando as taxas de adigdo e perda
se equivalem, o sistema atinge um estado estavel (ADDISCOT, 1992).
Geralmente, o revolvimento do solo potencializa as perdas por erosio ¢
oxidagdo biologica, especialmente sob ambiente tropical e subtropical.
Portanto, sob altas temperaturas e umidade, o minimo revolvimento do
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solo € determinante para o acumulo de carbono e nitrogénio (N) no solo.

O homem, pelo manejo adotado aos residuos e ao solo, pode contribuir
para o aumento da capacidade do solo para reter carbono por mais tempo.
Por exemplo, sistemas de culturas que possuem a capacidade de alocar
carbono nas profundidades maiores no perfil, via sistema radicular,
representam uma importante contribuigio para o armazenamento de
carbono no solo (BALESDENT e BALABANE, 1996; BOLINDER et
al., 19?9). Por outro lado, quando sistemas naturais sdo alterados pelo
revolvimento do solo, perdas importantes de carbono podem ocorrer em
poucos anos de cultivo (CASTRO FILHO et al., 1991; PICCOLO, 1996;
ANDREUX, 1996).

A estabilizagdo da MO pela interagdo com minerais do solo, segundo
Zech et al. (1997), ¢ mais importante em solos tropicais, do que em
temperados, devido as condigdes climaticas prevalecentes na primeira
regido favorecerem a rapida decomposi¢do dos componentes organicos.
As bayeiras fisicas a decomposicdo resultam da oclusdo de compostos
orgdnicos pelos minerais de argila e pela exclusio de organismos
decompositores de determinados poros do solo. As fragdes orginicas
labeis (polissacarideos, proteinas, etc.), mais sujeitas a rapida
dec_omposig:ﬁo, sdo protegidas no interior dos agregados, o que resulta em
maior perenizagdo dessas substincias no solo (ZECH et al., 1997).

Qualidade e dindmica da matéria orgdnica do solo

Diyersos mecanismos quimicos (complexidade quimica intrinseca),
fisicos (grav de associa¢do com a fragdo mineral) e bioldgicos podem
proteger os diferentes compartimentos da MO da agdo dos
microorganismos decompositores (SOLLINS et al., 1996; PICCOLO et
al,, 1999). Esses mecanismos podem determinar que moléculas de
mesma composi¢do e complexidade constituam diferentes fragdes da MO
do solo. Em fungdo disso, ¢ relevante caracterizar os compartimentos da
MO, suas reagdes e como as diferentes praticas de manejo e sistemas de
culturas podem afetar a estabilizagdo da MO. Pois, além de determinar
quanto de carbono orgénico estd no solo ¢ relevante identificar o grau de
estabilidade do material orgdnico em que esta associado, ja que disso
dependera por quanto tempo o carbono estard “seqiiestrado” no solo.

A fragdo leve consiste de fragdes organicas com grau de decomposi¢io
intermediario entre residuos de plantas e o humus, apresentando
densidade relativamente baixa, cerca de 1,0 g cm™ (ANDERSON e
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INGRAM, 1993). Essa fragdo, também denominada de matéria
macroorganica ou MO particulada, constitui-se num dos menores
compartimento da MO e contém, normalmente, de 10% a 30% do
carbono orgéinico total (COT) (SILVA e RESCK, 1997). Contribuindo
com a maioria do carbono presente nos solos, a fragdo pesada engloba
fragdes mais processadas, em intima associagdo com os minerais do solo,
e apresenta grau avangado de decomposicdo e densidade (> 2 g cm™)
mais elevada do que a fracdo leve.

Os teores de C-fragdo leve variam com o tipo de solo, o clima e com as
praticas de manejo adotadas (JANZEN et al., 1992). Em solos tropicais, a
taxa de perda de carbono da fragdo leve ¢ de duas a onze vezes maior que
a da fragdo pesada (DALAL e MAYER, 1986). Essa taxa mais acentuada
de decomposi¢do da fragdo leve se deve a natureza labil de seus
constituintes e a auséncia de protecdo pelos coldides dos solos (DALAL
e MAYER, 1986). Em fun¢do de sua maior biodisponibilidade, JANZEN
et al. (1992) sugerem que a fragdo leve da MO se constitui :numa
importante fonte de energia e carbono para microrganismos do solo. Em
solos arenosos cultivados, o C-fragio leve é a principal fonte de carbono
para os microrganismos decompositores (CHRISTENSEN, 1992, 1996).
Em areas de solos argilosos, a contribui¢do de carbono associado a fragdo
leve ¢ também importante, muito embora seja verificada a utilizagdo
pelos microrganismos, de carbono associado a argila (FELLER e
BEARE, 1997). No estudo de LARNEY et al. (1997), o uso de plantio
direto por cerca de oito anos em area com trigo sem pousio resultou em
acréscimos de até 27% no teor de C-fragdo leve, em relagdo as areas com
aracdo do solo. Esses autores concluiram que o cultivo sem o
revolvimento do solo aumenta os teores de carbono facilmente
mineralizavel.

A dindmica da fragdo leve, além de ser influenciada pelo tipo de preparo
de solo, se mostra bastante dependente do aporte de carbono ao solo, de
modo que esquemas de rotagdo que priorizam o retorno de residuos
vegetais as areas de plantio determinam maior disponibilidade de matéria
macroorganica no solo (JANZEN et al., 1992). De modo geral, os efeitos
de manejo sobre os teores de fragdo leve ficam restritos a camada de
aracdo. Em areas sob plantio direto, oscilagdes nos teores de C-fragdo
leve da MO sdo mais notadas nas camadas superficiais, normalmente nos
5 cm iniciais de solo, onde ocorre a maior deposi¢do de residuos vegetais
(JANZEN et al., 1992).

Em dreas com maior revolvimento e baixo retorno de carbono ao solo, a

decomposicdo da MO ¢ acelerada, sendo notadas perdas drasticas da
fragdo leve e enriquecimento relativo de carbono na fragdo pesada da MO
(CHRISTENSEN, 1992; SILVA et al., 1999). Como conseqiiéncia, ha
uma diminui¢do na biodisponibilidadc da MO como um todo e uma
reducdo na atividade de microrganismos (ZECH et al., 1997). Sob essas
condigdes, a produtividade das culturas tende a ser reduzida, pois a
zualidade do solo ¢ comprometida. Na recuperagdo dessas 4reas, é
mecessario que sejam adotados sistemas de rotagdo de culturas que '
oriorizem um maior aporte de carbono ao solo, como meio de aumentar a
s:odisponibilidade da MO. ot

Resultados de grupos de pesquisa brasileiros também tém constatado que
> carbono orgdnico estd presente em diferentes compartimentos do solo e
que apresentam diferentes potenciais de emissdo de carbono para a
atmosfera (FREITAS et al., 1998; FREIXO et al., 2002a; FREIXO et al.,
2002b). Uma pequena propor¢do (em torno de 20%-40%) do carbono
orzanico se encontra na forma de fragdes leves ou particuladas ndo-
zssociadas aos minerais do solo (FREIXO et al., 2002a,b).

£ importante frisar que, por meio do fracionamento fisico do solo, tem
sido possivel observar que a sua agregagdo pode oferecer importante
mutigacdo na emissdo de GEE e que a agregagio pode ser controlada pelo
weu manejo (SIX etal., 1999; SIX et al., 2000).

“um estudo sobre o efeito do tipo de preparo e da rotagdo de culturas na
2acdo e acumulo de carbono organico em Latossolo de Londrina, PR
Santo Antonio de Goids, GO, Sa et al. (2002) observaram que solos

plantio direto condicionam uma maior macroagregagio (agregados
de 19 mm a 8 mm) e dentro desses agregados estavels ha actimulo
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E uperimentos  de longo-prazo oferecem valiosa p0551b111dade para
zvzliagdes  pormenorizadas destes compartimentos, principalmente
visando contribuir para a simulagdo das transformagdes da MO pela
modelagem  computacional. Leite et al. (2004), utilizando modelo
Century, constataram variagdes nas emissdes de CO, dos diferentes
compartimentos de carbono orgdnico de um Argissolo Vermelho
Amarelo de Vigosa, MG.

Alternativa vidvel para reduzir a emissio de gases do efeito estufa

Como alternativas vidveis a emissdo de GEE para a atmosfera, poderiam
<7 incluidos os seguintes itens: emprego de biocombustivel (dlcool da
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cana-de-actcar, por exemplo); fontes alternativas de energia (solar,
eolica e outras); na agricultura, agdes para reduzir emissdes de gases e/ou
possibilitar seqiiestro de carbono, que incluem reflorestamento,
recuperagio de areas degradadas e, eventualmente, utilizagdo de praticas
conservacionistas de manejo, como o sistema plantio direto.

O seqiiestro de carbono em solos tem sido considerado uma estratégia
potencialmente importante (LAL et al., 1998). Estima-se que com as
atividades agricolas com praticas conservacionistas (ex. plantio direto,
rotagdo de culturas, plantas de cobertura e manejo da fertilidade) pode se
alcancar uma taxa de ganho de carbono no solo de 0,36 t C ha™ ano™
(SAMPSON e SCHOLES, 2000).

O Brasil, atualmente, tem uma éarea de 20 milhdes de hectares (ha) em
plantio direto, equivalente a aproximadamente 40% da drea cultivada
com grios no pais. Algumas estimativas de acimulo de carbono tém sido
realizadas nas regides Sul (BAYER et al., 2000a,b,c; AMADO et al,
2001) e Centro-Oeste (CORAZZA et al,, 1999; BAYER e MARTIN-
NETO, 1999; BAYER et al., 2006a). Essas duas regides agricolas
apresentam um grande potencial de seqiiestro de C-CO; pelo solo. A
primeira, devido a grande area cultivada em plantio direto (=75%) e
viabilidade climatica de adogdo de sistemas de rotagdo de culturas com
alto aporte de residuos vegetais ao solo e; a segunda, pela grande
extensio territorial (200 milhdes de ha, representando =25% da drea total
do pais) e pelo aumento exponencial da drea cultivada em sistema de
plantio direto, estimada em 28% de uma érea total cultivada de 10
milhdes de ha (PEREIRA, 2002).

Uma vez consolidados os acordos internacionais, tudo indica que o
Brasil, pela sua grande extensdo territorial e aptiddo agricola e florestal,
terd grande oportunidade para obter divisas junto aos paises
desenvolvidos.

Estratégias de seqiiestro de carbono nos solos

Segundo Lal (1997), as seguintes praticas poderiam contribuir para o
aumento do seqiiestro de carbono no solo: o aumento de areas cultivadas
sob sistema de plantio direto; o incremento no aporte de carbono ao solo;
a permanéncia de residuos vegetais nas areas de plantio; o controle da
erosdo; a diminuicdo do desmatamento; o aumento dos indices de
produtividade como fator relevante a restrigdo de criagdo de novas
fronteiras agricolas; a melhoria da fertilidade do solo como fator
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gssencial ao aumento da produgdo de residuos vegetais; a revegetacdo de
solos degradados e a preservacdo ambiental de solos organicos em
ambientes de varzea.

Mazs areas brasileiras de cerrado, o incremento nos teores de MO em solos
culmvados pode até superar os niveis originais de carbono estocados
messes mesmos solos sob vegetagdo natural. Para que isso ocorra, ¢é
mecessario manejar adequadamente os solos, sendo bastante importante
cormigir a acidez e aplicar, de forma correta, fertilizantes, no sentido de
¢irminar a toxidez de aluminio e a deficiéncia severa de fosforo. Com
essas agdes. sempre ha aumento da produtividade das culturas. Contudo,

\\_gem de carbono no solo e a permanencxa de residuos culturais nas

Fea

zrzas de plantio sejam priorizadas (RESCK et al., 1991).

Apesar dos dados mencionados, ha consenso de que no Brasil sdo
esc2330s 0s resultados de pesquisa procurando quantificar o potencial

para seqliestro de carbono no solo, o qual deve ser determinado
r g 'mlmente pois ¢ dependente do tipo de solo, principalmente textura
¢ muneralogia, e das condigdes climaticas, principalmente da temperatura

- _mxdade (PAUSTIAN et al, 1997; ELLERT e JANZEN, 1999;
BALESDENT etal., 2000; SIX et al., 2000).

Deve ser ressaltado ainda que, nas estimativas feitas, as perdas de MO
por erosdo. em geral, ndo sdo computadas, e a diferenga no conteudo de
LIO no solo entre sistemas de manejo tem sido atribuida exclusivamente
& owidacdo bioldgica do carbono orginico a CO,. Isso implica em
superestimar a emissdo de CO, em situagdes onde a magnitude do
processo erosivo € significativa. Outra questdo que deve ser salientada ¢
gze 0 CO, contribui com aproximadamente 55% da contribuigdo da
wzzmcultura no potencial de aquecimento global, sendo os restantes 45%
ddos as emissdes, principalmente, de N,O e CH4 (COLE et al., 1997).

Poranto, estudos que objetivem avaliar o impacto das atividades
szricolas. bem como do manejo do solo, na contribui¢do da agricultura
mo potencial de aquecimento global devem necessariamente quantificar,
ziem do CO», as emissdes de N,O e CHa.

Tzmbém informagdes sobre o potencial de gramineas em areas tropicais
si0 de grande relevancia, conforme ressaltado por Fisher et al. (1994).
o Brasil se encontram as maiores areas de terras agropastoris, onde
mazrs de 50% das édreas agricolas sdo constituidas de pastagens, e dessas
amzss d2 70% na forma de capim-braquiaria (MACEDO, 1995). Estudos
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que envolvem praticas de manejo que estimulem a produgdo de biomassa
vegetal sdo estrategicamente importantes para o seqiiestro de carbono.

Boddey et al. (1996) relataram que pastagens de braquidria estimuladas
para o desenvolvimento mais intenso com o uso plantas fixadoras de
nitrogénio, com reflexo ndo somente no teor de MO nas camadas
superficiais do solo, mas sobre a biomassa radicular, que pode ser
aumentada de 1,8 para 6,2 t ha", pode se constituir num excelente meio
de armazenamento de carbono atmosférico no solo. Além disso, em
sistemas intensificados de produgdo de bovinos rotacionados a pasto, em
que pode ocorrer competi¢do intra-especifica elevada entre as forrageiras,
esta ¢ menos impactante com gramineas rasteiras e decumbentes, como o
capim-braquiaria (PRIMAVESI et al., 1999).

Nos sistemas intensificados a pasto, com uso de fontes nitrogenadas e de
calcario, pode ocorrer enriquecimento do perfil do solo com calcio
(PRIMAVESI et al., 1999), o que também estimula o desenvolvimento
radicular em profundidade (PRIMAVESI e PRIMAVESI, 1997).

Dados recentes de pesquisa desenvolvida em experimentos envolvendo
diferentes sistemas de preparo do solo, conduzidos em fazendas da
Empresa Agropecuaria Scheneider Loghemann Ltda em Costa Rica (MS)
e Luziania (GO), em solos representativos da Regido dos Cerrados
(Latossolo vermelho-escuro e Latossolo vermelho-amarelo), reforgam a
contribui¢do do sistema plantio direto no seqtiestro de carbono pelo solo.
Por comparagdo com o estoque de carbono organico da camada de 0-20
cm do solo sob cerrado nativo, foi quantificado um influxo liquido de
0,67 Mg C-CO, ha"' ano™ no Latossolo vermelho-escuro e de 0,79 Mg C-
CO, ha' ano™ no Latossolo vermelho-amarelo em sistema de plantio
direto (BAYER et al., 2006a,b). Esses dados foram semelhantes aos
obtidos por Corazza et al. (1999), os quais quantificaram influxos de 0,51
to 1,84 Mg C-CO, ha ano™ em sistemas sem revolvimento do solo,
incluindo reflorestamento de eucalipto, pastagem e plantio direto.

A erosdo hidrica pode resultar em erros de estimativa do influxo ou
efluxo de C-CO,. Por essa razido, em estudos de seqiiestro de C-CO; o
sistema a ser tomado como referéncia deve ser a condigdo nativa, a qual
nio sofre perdas de MO por erosdo hidrica, ou pelo menos essas ndo sdo
expressivas. A utilizagdo como sistema referéncia, por exemplo, de um
solo degradado por cultivo prolongado com grade pesada e que esta
sujeito a intenso processo de erosdo hidrica, resulta numa superestimativa
do seqtiestro de C-CO; pelo solo. Da mesma forma, perdas por erosdo em
sistemas convencionais de manejo do solo resultam em superestimagdo
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@ efluxe liquido de C-CO; do solo para a atmosfera em comparacio ao
s0lo 30D vegetagdo nativa.

Determinagio da matéria orginica do solo

Lsuzlmente. a determinagdo do estoque de MO dos solos é baseada nos
wores de“COT obtidos pelo método descrito em Nelson e Sommers

%301, Os estoques de carbono no solo sdo calculados levando-se em
&0 -::s:\:'eracéo a densidade do solo a campo (BAYER et al., 2000a) e uma
prorundidade determinada.

A 03 estudos tém apresentado a eficiéncia dos diferentes tipos de uso
o .;:L‘lmulo de MO nos solos do Brasil. Todavia, as profundidades
Fvzliadas sdo distintas entre os trabalhos realizados, dificultando
Fossivels comparages. Entretanto, conforme exposto por Watson et al.
.«,Z‘r,t,l,"r. estabelecer a priori uma profundidade vinica para todos os solos
wwsando analisar o acimulo de carbono ndo parece ser razoavel. A
;ra.'.:ndidade de amostragem deve abranger até abaixo daquela onde a
mianga significativa do teor de carbono possa ocorrer (WATSON et al.,
=420 MACHADO, 2002). A auséncia de informagio sobre o histérico
<2 130 nos ultimos 20-25 anos e as poucas consideragdes a respeito do
Zpo de solo contribuem para aumentar a controvérsia nas comparagoes
&= resultados de estoque de carbono do solo.

Com relagdo as determinagdes dos teores de carbono orgénico,
m:rt:;Imente tem-se recomendado a combustdo por via seca, mas, devido
#s 2i0s custos, avaliagdes em grandes dreas podem ficar impedidas.
‘_-A\TOSle‘t al. (2002) constaram para diversos tipos de solos do Brasil
Qe = analise por combustio via umida (EMBRAPA, 1997) pode ser
&z e grande utilidade.

O ‘m=todos espectroscopicos, especialmente a ressondncia magnética
mwzar (RMN),  vém  sendo  empregados, principalmente
mrcmacionalmente, para investigar as possiveis mudangas estruturais na
@oemposicdo da MO, ocasionadas por alteragdes de uso e manejo no solo
zzziro (DIECKOW et al., 2005), em fragdes de tamanhos de particulas
P hLE.STO_\' et al., 1994), e por densidade da MO (BALDOCK et al.,
"’w‘-l GOLCHIN et al., 1994), no acompanhamento da decomposigio de
s=saluos vegetais no solo (WERSHAW et al., 1996) e nas fragdes mais
murmiricadas da MO (PRESTON, 1996).

,\:.:rzsil. estudos dessa natureza sio bastante recentes. Basicamente, a
Emiczpa Instrumentagdo Agropecuéria, em colaboragdo com institui¢des
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do pais e do exterior, iniciou ha alguns anos estudos estruturais e de
reatividade da MO e SH extraidas de solos brasileiros usando varias
técnicas espectroscopicas, principalmente a ressondncia paramagnética
eletronica (RPE) (MARTIN-NETO et al., 1991; MARTIN-NETO et al..
1994a; MARTIN-NETO et al., 1994b; MARTIN-NETO et al.,, 1998:
MARTIN-NETO et al., 2001; BAYER et al, 2000a; BAYER et al..
2002a; GONZALEZ-PEREZ et al., 2004; BAYER et al., 2006b) e, mais
recentemente, a RMN (PILLON, 2000; DICK et al., 2005; DIECKOW et

al., 2005).

Os resultados sdo promissores e demonstram o grande potencial dessas
técnicas, juntamente com técnicas de fracionamento quimico e fisico da
MO, no avango do entendimento da dindmica da MO em
agroecossistemas brasileiros, com comparagdes de areas sob diferentes
manejos (plantio direto, manejo convencional e vegetagdo nativa) ¢
incluindo situagdes que configuram seqiestro de carbono 1o solo
(BAYER et al., 2002b).

Outro aspecto a considerar abrange o monitoramento da atividade
biolégica diretamente envolvida nos processos de decomposi¢do. Apesar
da pequena contribuigdo relativa da biomassa microbiana no COT, ¢ do
estudo de sua atividade que se pode explicar o nivel de sustentabilidade
de solos, uma vez que dela depende a disponibilidade de energia e de
nutrientes aos organismos superiores ¢ autotroficos, bem como a
capacidade de drenar CO; da atmosfera.

A biomassa microbiana do solo (BMS), que corresponde a0 carbono
contido nas macromoléculas dos microrganismos vivos, apesar de conter
apenas uma pequena quantidade do carbono do solo, ¢ um dos
indicadores biologicos mais sensiveis a0 manejo (POWLSON et al.,
1987). A relagio BMS/C-org total ¢ um bom indicador da
disponibilidade relativa de substrato para os microrganismos ¢ plantas
(ANDERSON ¢ DOMSCH, 1985), e valores elevados sugerem uma
maior taxa de mineralizagao.

Fracionamento da matéria orgdnica

A MO pode ser fracionada fisicamente em MO particulada (>53 pm) e
MO leve (<1,6 g cm™), conforme técnicas apresentadas por Cambardella
e Elliot (1992) e Bremner et al. (1995), respectivamente. O
fracionamento por diferenga em densidade, usando-se combinagdo de
ultra-som e jodeto de sédio (Nal), ¢ feito conforme descrito por Golchin

S
=C

@ all 1 1994). Mais recentemente, Conceig¢do et al. 2006 tém mostrado
RRILEZETS do uso do politungstato de sédio em relagdo ao iodeto de
Wﬂﬁ ;:—ai-t:cgiannente na recuperagio da fragio leve da MO. E possivel
m* fracionar quimicamente a MO, onde as SH (acido himico, dcido
@jﬁ_ra < hu_mina} sdo extraidas a partir da sua solubilidade em meio
Sl 2 2l alino (STEVENSON, 1994). O fracionamento da MO extraida
die sodo 2sando um extrator brando (solugdo de NasP,04 0,02 mol L) em
mhhc: Eie tamanho molecular é realizado de acordo com Machado e
ﬁ:r:_:u 11993). numa coluna cromatografica empacotada com vidro de
guscsaiade controlada de 120-200 mesh e um didmetro de poros de 17
am.

Mmaiises gquimicas e microbiologicas

ﬁ ssiogue do carbono no solo, obtido por meio da medida do contetido
c& COT. leva em conta a densidade do solo e o volume da profundidade
der smostragem. As andlises de textura do solo podem ser feitas de acordo

~awer Vzaz et all (1999), com procedimento semi-automatico baseado no

ase &2 raios Gama. Analises de raio-X das fragdes mineralogicas, quando

- mewzssanias. também podem ser realizadas objetivando-se associar

&E:::_~ variaveis de solos. A BMS, a qual corresponde ao carbono
@mersdo nas macromoléculas dos microrganismos vivos, apesar de conter
sgemas uma pequena quantidade do carbono do solo, ¢ um dos
amicaiores biolégicos mais sensiveis ao manejo (POWLSON et al.,
887 A sua determinacdo e do seu metabolismo € importante na
ammpreensdo da eficiéncia dos processos do solo. Para tanto, utiliza-se

" mmmastorar @ BMS bem como seu quociente metabdlico (q coz). A BMS,

wandfoeme apontam De-Polli e Guerra (1999), ¢ um conceito holistico
w2z que considera a totalidade da populagdo microbiana como uma
«;um:h.: unica. Como ela € potencialmente uma fonte de nitrogénio e
isfioro enire outros elementos, para plantas, seus fluxos tém importincia
@ mzn2)0 de solos. O metabolismo dos microorganismos de solo,
mepeiadores destes fluxos, € indicado pelo qcoz, uma relagdo entre a
Ml’_&...\_‘ de CO,, oriundo ndo da respiragdo radicular, mas da
macrobiang. ¢ a BMS. Em geral, valores baixos de qcoz indicam taxas
wiewadas de decomposigdo da MO. Manejos que continuamente apontem
garz perdas liquidas de carbono induzirdo a um solo degradado, uma vez
gue. oz auséneia do carbono, fungdes do solo serdo interrompidas ou
mm‘l:-:&das. como a sua capacidade de armazenar agua, por exemplo, ou
aer sms1ento A vida.
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Mérodos espectroscopicos

Virios métodos espectroscopicos sdo utilizados de forma complementar
na busca da adequada caracterizagdo da dindmica da MOS. Um_a das
observacdes de interesse na avaliagdo do efeito dos diferen_tes manejos do
solo sobre os compostos humicos e fragdes organominerals sao as
possiveis mudangas estruturais destes, que refletem em .alte_ragac') de suas
propriedades nos solos. Essas mudangas podem afetar slgnxﬁcatlvamente
a dinimica dos elementos quimicos no solo, espemalmeqte 08
micronutrientes e elementos tragos. Certamente, a RMN ¢ a principal
técnica para identificar essas alteragbes, € sua metodologia estd bem
estabelecida, principalmente em nivel internacional (PRESTON, }996;
KNICKER et al., 1996). Experimentos de RMN com amostras solidas
geralmente sdo realizados utilizando-se a técnica de rptaqfio no éngulo
magico e polarizagdo cruzada (VA-CP/MAS, -do inglés, Yar}ab},e
Amplitude and Cross Polarization and .Maglc f&ngle 'Spmnmg )
monitorando os nicleos do is6topo BC. As informagdes obtidas com as
analises de RMN sdo: o grau de aromaticidade e alifaticidade das
amostras e a caracterizagdo estrutural com identificagdo de compostos
como ligninas, taninos, carboidratos, grupos alquil, metoxilicos,
fenblicos e carboxilicos, entre outros (PRESTON, 1996).

Uma das principais informagdes a respeito das SH é. a medida (;0 grau de
humificacio. Um parmetro que reflete essa proprledad.e intrinseca das
SH é a concentracdo de radicais livres do tipo semiquinona (SENESI,
1990a). A espectroscopia de RPE permite detectar e quantificar os
radicais livres do tipo semiquinona e, conseqiientemente, 0 grau de
humificagdo das SH (MARTIN-NETO et al,, 1994b; MARTIN-NETO et
al., 1998; MARTIN-NETO et al., 2001; BAYER et al., 2000a; BAYER
et al., 2002a). A espectroscopia de RPE ¢ também uma das poucas Flentre
os métodos de laboratério que pode fornecer informagdes estruturais sem
artefatos ou condicdes experimentais restritivas sobre a complexagdo dos
{ons metalicos paramagnéticos, grande parte micronutrientes (Fe, Cu, Cr,
Mn, Mo, etc.) com as SH (SENESI, 1990a,b; MARTIN-NETO et al.,
1991; NOVOTNY e MARTIN-NETO, 2002).

A espectroscopia de fluorescéncia por luz u]travioleta-\_fisivel tem sido
utilizada para avaliar grau de humificagdo de dcidos humicos e da MO de
solos intactos (ZSOLNAY et al., 1999; KALBITZ et al., 1999; MILORI
et al.. 2000; BAYER et al., 2002a; MILORI et al., 2002; MILOM et al.,
2006). Essas andlises tém ajudado a entender os efeitos do manejo e da
rotagdo de culturas sobre as caracteristicas de SH extraidas de solos.

U
o

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Principios de RMN

A RMN ¢ o fendbmeno observado em nicleos que possuem momento
magnético pu e momento angular J. Esses momentos sdo paralelos e se
correlacionam por meio da razdo giromagnética y, que é uma constante
para cada is6topo, onde p = yJ. O momento angular J =hl/2n, onde 1
€ 0 numero quéntico de spin e h a constante de Planck. O spin do préton
e néutron, assim como o do elétron, é igual a 1/2. Como um ntcleo pode
ter mais de um proéton e ou néutron, o spin nuclear total I pode assumir
valores de numeros inteiros ou semi-inteiros, 0; 1/2; 1; 3/2; 2, de acordo
com os nimeros de protons e néutrons e da estrutura nuclear.

Os nicleos de isotopos que contém nimero impar de prétons e/ ou
néutrons e niimero impar de nimero de massa como os de 'H, *C, "N,
i YAt s 31P, tém spin I = semi-inteiro, 1/2; 3/2; 5/2 e 7/2. Os
nucleos que possuem numero par de prétons e néutrons, como 0s
istopos de °C e '°0, tém spin I = 0 e ndo sdo observéveis por RMN. Os
nucleos que contém nimero impar de protons e néutrons, como o He
"N, tém spin I = inteiro. Os valores dos spins para cada isétopo estio
tabelados em livros textos como Knowles et al. (1976); Gil e Geraldes
(1987); Silverstein et al. (1991) e Atkins (1998).

A maioria dos fenébmenos da RMN pode ser explicada tanto pela
mecdnica cldssica como pela quintica e ambas serdo usadas no texto para
facilitar a discussdo. Na versdo quéntica, o fendmeno de RMN ocorre
quando se coloca a amostra em um campo magnético B, e os nucleos
com I>0 se orientam na dire¢do de campo gerando 2I+1 niveis de
energia, que € dada por E = -uB, = hyB,I/2n. Esse desdobramento em
niveis de energia ¢ o efeito Zeeman. A diferenga de energia entre os dois
niveis ¢ dada por AE = hv = hw/2n, onde ® é denominada freqiiéncia de
Larmor e ¢ igual a -yB,. A espectroscopia de RMN consiste, entdo, em
detectar a freqiiéncia (o = 2nv) em que ocorre a transi¢do entre os dois
niveis de energia. Na versdo cldssica a RMN pode ser explicada da
seguinte maneira: ao se colocar a amostra em um campo magnético, 0s
spins passam a precessionar em torno da dire¢do do campo magnético
com uma freqiiéncia (freqiiéncia de Larmor (®)), que é proporcional ao
campo e a razdo giromagnética (o = -yBo). Os spins que precessionam na
dire¢do paralela ao campo magnético possuem menor energia € 0s
antiparalelos, maior energia. A condig¢do de ressonancia ocorre quando se
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aplica uma freqiiéncia igual a fregiiéncia de precessdo e, por ressonancia,
os spins paralelos ganham energia e mudam de estado.

O método experimental mais utilizado nos experimentos de RMN ¢ o
pulsado (Figura 3). Esse método consiste na aplicagdo de um pulso de
curta duragio e alta poténcia, na regido da freqiiéncia de Larmor. O pulso
gera uma banda em torno da freqiiéncia aplicada, que varre
automaticamente toda a regidio espectral a ser analisada. Apos o pulso, os
spins excitados retornam ao estado fundamental, induzindo um sinal
conhecido como FID (do inglés, “Free Induction Decay”), que contem
todas as freqiiéncias espectrais sobrepostas (Figura 3). O FID ¢ um
“espectro” expresso em amplitude versus tempo, que sera tratado como
espectro no dominio do tempo. A conversio entre um espectro no
dominio do tempo (FID) para o dominio da freqiiéncia ¢ obtida com a
Transformada de Fourier (TF).

_Pulso

\l- Sk }M

"0 1000 2000 0,1 02 0,3
Tempo Frequéncia

Figura 3. Diagrama de um experimento pulsado no dominio do tempo ¢ o :

espectro em freqiiéncia obtido pela Transformada de F ourier (TF).

Parimetros espectrais

Os principais pardmetros espectrais da RMN sdo: o deslocamento
quimico, o acoplamento spin-spin, os processos de relaxagdo ¢ as
interacoes de estado solido que sdo a anisotropia do deslocamento
quimico e as interagdes dipolares e quadrupolares.

Deslocamento quimico (8)

O deslocamento quimico (8) é o principal parametro espectral da RMN.
Ele advém da blindagem magnética causada pelos elétrons que envolvem
ou estdo na proximidade do nucleo. O deslocamento quimico ¢ devido ao
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campo magnético induzido (B.) na nuvem eletrénica das moléculas, pelo
campo magnético B, O By é um campo proporcional ¢ de sentido
contrario ao campo aplicado (B,). Assim, quanto maior for o campo
aplicado (B,), maior serda o campo eletrénico induzido (B.) e maior sera
0 deslocamento quimico. Por isso, pesquisadores que atuam na 4rea da
espectroscopia de RMN buscam campos cada vez mais altos para
aumentar a separagdo das linhas. Com o deslocamento quimico, a
equagdo de RMN fica:

@ = y(Bo-Be) = 1Bo(1-0),
onde o ¢ a blindagem eletronica, proporcional a B,

Normalmente, os deslocamentos quimicos sdo apresentados a partir da
freqiiéncia de uma amostra padrdo, por exemplo, o tetrametilsilano
(TMS), cuja férmula quimica é (CHs),Si, tanto para 'H quanto para o
13C. Como 8 & dependente do campo aplicado, sdo normalizados em parte
por milhdo (ppm) da freqiiéncia de ressonincia do aparelho de acordo
com a equagdo, & (ppm) = Vrer-Vi / Vo, Onde Vrer, € a freqiiéneia do TMS,
v;, a freqliéncia a ser medida e v, a freqliéncia do aparelho. Com isso, os
deslocamentos quimicos de uma mesma amostra terio o mesmo valor
mdependente do aparelho usado. Na Figura 4 tem-se um espectro de
RMN de “C em estado solido (CP/MAS) de uma amostra de 4cido
hﬁmico com os deslocamentos quimicos dos principais grupos de
interesse para a analise da MOS.

1 = “N
HC-OH-—=;-CHFOH __— CH-NC
I

| -0-CH,

|
[
HO, 5 - ~CH,-

¢
\ Ml | -cH,
; \

ppm

Figura 4. Espectro de RMN de "*C em estado s6lido (CP/MAS) de uma
zmostra de 4cido himico e o assinalamento dos sinais a grupos
funcionais da MOS.
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Acoplamento spin-spin (J)

Os acoplamentos spin-spin normalmente sao observados nos espectros de
RMN em solugdo. Nesses espectros observa-se um desdobramento do
sinal de RMN de acordo com o nimero de isétopos com >0 que estdo
ligados ou com poucas ligagdes do micleo que esta sendo observado. No
caso do °C, os hidrogénios que estdo ligados diretamente nos carbonos
apresentam os maiores acoplamentos J. O numero de desdobramento ¢
normalmente igual ao nimero de hidrogénios vizinhos mais um, ou seja,
o sinal de um carbono no grupo CH3 apresenta quatro sinais, no CH; trés
sinais ¢ no CH dois sinais, respectivamente. O J ¢ uma constante e é
independente do campo aplicado, por 1ss0 ¢ expresso diretamente em
unidades de freqiiéncia. Os espectros de BC também podem ser obtidos
sem a presenga do acoplamento, irradiando-se continuamente na
freqiiéncia de absorgdo dos hidrogénios. Esse procedimento, conhecido
como desacoplamento, é a maneira mais comum de observar os espectros

de 1*C.

Processos de relaxacdo (T e Tp)

Para se realizar um experimento de RMN, é preciso incidir uma energia
sobre a amostra, o que altera seu equilibrio térmico. Dependendo da
intensidade da irradiagdo, a populagdo dos spins nos niveis pode ser
igualada, e o sinal pode até desaparecer. Esse efeito ¢ conhecido como
saturagao.

O processo de restabelecer o equilibrio térmico envolve a transferéncia
da energia do estado excitado para a vizinhanga. Esse processo de
transferéncia ¢ conhecido como relagdo spin-rede ou relaxagao
longitudinal e tem um decaimento exponencial, onde T, € a constante de
tempo desse decaimento. O valor de T, ¢ uma propriedade que depende
da mobilidade da substincia, do meio, da temperatura da amostra, entre
outros fatores. O tempo de relaxagdo T, tem dois efeitos praticos nos
casos extremos. Se for longo, o sinal satura facilmente. Se for curto, o
sinal fica com uma largura de linha muito grande. Esse alargamento do
sinal é explicado pelo principio da incerteza de Heisenberg, que diz que
se 0 sistema existe por curto tempo, ou seja, relaxagao rapida, sua energia
ndo ¢ definida (largura espectral grande). Com isso a largura espectral Av
~ 1/T,. Além desse tipo de relaxagdo, os spins podem interagir entre si,
causando um processo de relaxagdo conhecido como spin-spin ou
relaxacdo transversal, que também tem um decaimento exponencial, onde
T,, é a constante de tempo. O T, sé contribui para aumentar a largura de
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li’nl}a, sem restabelecer o equilibrio térmico. E curto para substincias
rigidas (principalmente estado sélido) e longo para moléculas com alta
mobilidade (liquidas e em solugdo). Como T,<T}, o T, é o responsavel
pela largura de linha espectral. Av = 1/T,.

Interacdes anisotropicas

Além dos pardmetros anteriores as amostras no estado solido também
apresentam interagdes anisotropicas devido ao deslocamento quimico
}nterac;ﬁo dipolar e quadrupolar. Esses pardmetros originados dz;
imobilidade das moléculas causam o alargamento das linhas espectrais
torpando—as de baixa resolugdo e sem muito uso em analise da MOS. A,
anisotropia do deslocamento quimico vem do carater ndo esférico das
nuvens eletronicas na vizinhanga dos nucleos. A intera¢do dipolar vem
dq campo local produzido pelo momento magnético dos nticleos vizinhos
(hidrogénios no caso de °C) e a quadrupolar que s6 ocorre com isétopos
com I>1/2, que vem da distribuigdo assimétrica de cargas nos ntcleos e
das nuvens eletronicas.

I’-’ara obter espectros de RMN de °C com alta resolugdo em estado solido
¢ necessario eliminar tanto a interagdo dipolar (causada pelos,
h}drogénios) quanto a anisotropia do deslocamento quimico. A interagdo
dipolar € eliminada como desacoplamento de alta poténcia na freqiiéncia
de absor¢do dos hidrogénios. Para eliminar a anisotropia do
deslocamento quimico, girar-se a amostra em alta rotagdo em torno do
é.ngul_o de 54,7°, que é conhecido como 4ngulo magico (MAS, da
abre_we_:.tura em inglés). A alta rotagdo da amostra em torno desse dngulo
minimiza a anisotropia do deslocamento quimico, pois essa interagdo,
assim como a dipolar e a quadrupolar, tem dependéncia de (1—300328),
onde 0 ¢ o dngulo entre a diregdo do campo magnético e o eixo z do
sistema de eixos principais do tensor da anisotropia. Com 6 = 54,7°, o
rermo (1-3cos’@) se anula e os sinais de °C se estreitam, gerando
2spectros de alta resolugdo em solidos.

Para reduzir o tempo de analise dos espetros de RMN de "’C de materiais
em estado solido, que normalmente tem T; muito longo, usa-se, ao invés
de apenas um pulso, a técnica de polarizagio cruzada (CP), que transfere
magnetizag¢do de hidrogénio (mais sensivel) para o carbono (WILSON,
2_987). Nesta técnica, o tempo de espera entre as seqiiéncias de pulsos é
dependente do T; dos hidrogénios, que normalmente é bem mais curto
que o do carbono. Com isso a técnica CP reduz o tempo de andlise em
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varias ordens de magnitude se comparada a técnica de pulso
convencional. A combina¢do de todas essas técnicas leva a obtengdo de
espectros de °C em alta resolugio em estado solido em curto espago de
tempo e € conhecida como CP/MAS. Essa técnica de CP/MAS ¢ uma das
mais usadas nos estudos da MOS.

Na polarizagdo cruzada os nucleos 'H e "*C submetidos a um mesmo
campo magnético precessionam em diferentes freqiiéncias. A condigdo
onde ambos os nuicleos precessionam em uma mesma freqiiéncia é
conhecida como condi¢do de Hartmann-Hahn. Soma-se a isso o fato de
que as interagdes dipolares variam entre os diferentes grupos quimicos,
isso devido as diferencas no acoplamento C-H e na mobilidade
molecular. Dessa forma, tem-se que os efeitos da rotagdo sdo seletivos
para os grupos com menor intera¢do dipolar, tais como aqueles com
maior mobilidade e/ou ndo protonados. Para minimizar esse efeito tem
sido utilizada a técnica de amplitude variada (VA) que consta na variagdo
da amplitude do pulso de radiofreqiiéncia durante o tempo de contato na
polarizag¢do cruzada. O que ocorre ¢ que o campo de H apresenta um
gradiente capaz de abranger as diferentes condigdes de Hartmann-Hahn
(PEERSEN et al., 1993).

Aplicacoes de RMN de 3C CP/MAS nos estudos da MO do solo

Na Figura 5 estda um exemplo da aplicagdo da RMN de BC em estado
solido para avaliagdo do processo de humificagdo da MO no solo. Nessa
figura esta um espectro de RMN de "*C em estado sélido tipico da parte
acrea de planta. Nesse espectro pode-se observar o sinal intenso em 75
ppm e 105 ppm que sdo tipicos dos carbonos ligados a um oxigénio ou
dois oxigénios, respectivamente, como nos carboidratos como celulose e
derivados, que sdo os principais constituintes das plantas. Também é
possivel observar os sinais de carbonilas de proteinas e hemiceluloses
entre 170 ppm e 190 ppm; os sinais dos carbonos aromaticos entre 100
ppm e 160 ppm; das cadeias laterais de proteinas de lignina, os sinais dos
carbonos alifaticos de proteinas, hemicelulose, lignina entre 10 e 50 ppm.
Um espectro bastante similar ¢ obtido com os residuos da planta. Na
fragdo leve e livre da MO os sinais dos carboidratos ja apresentam
pequena redugdo, que se acentua na fragdo oclusa. J& no 4cido himico
purificado o espectro € bastante diferente entre 10 ppm e 65 ppm e entre
110 ppm e 180 ppm tem alta intensidade, indicando o carater aromatico e
a presenga de grupos alifaticos ndo oxigenados e de metilas ligadas a
oxigénio, como as observadas em derivados de lignina.
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A RMN tem sido também utilizada para avaliar o efeito do sistema de
manejo do solo sobre a MO (BAYER et al., 2000a; GONZALEZ-PEREZ
et al., 2004, OLK et al., 2006). Gonzalez-Pérez et al. (2004), utilizando
RMN de “C CP/MAS em estado sOlido, mostraram que apesar de
possuirem maior teor de carbono os acidos himicos de solos nio
cultivados apresentaram menor cariter aromético, sugerindo que a MOS

sobre essa condigdo apresenta mais estruturas alifiticas do que
aromaticas.
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Figura 5. Espectros de RMN de >C CP/MAS para amostras de plantas,
-zsiduos, fragdes obtidas por diferenga de densidade (MO: matéria
arganica) e dcido humico (AH) (PILLON, 2000).

Comparando os sistemas de manejo convencional e direto, os autores
oservaram menor aromaticidade para a MOS sob plantio direto. No
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geral, a RMN permitiu os autores concluirem que o constante acimulo de
residuos de plantas foi mais importante do que o sistema de manejo no
que se refere aos pardmetros que influenciam a humificagdo,
especificamente para o solo estudado, um latossolo rico em argilas e
oxidos de ferro, os quais propiciam maior estabilidade a MOS. Nesse
mesmo trabalho, foi utilizada a técnica de desacoplamento defasado
(DD) (Figura 6) que consta da insergdo, na seqiiéncia de pulsos de
CP/MAS, de um periodo em que o desacoplador fica desligado de forma
a provocar um alargamento seletivo, por interagao dipolar, dos sinais de
carbono com forte acoplamento dipolar (OPELLA et al., 1979).

Dessa forma, essa técnica permite distinguir carbonos com diferentes
interagdes dipolares com os hidrogénios (forte interagdo — carbono
protonado e fraca interagdo — carbono nao protonado e/ou com alta
mobilidade molecular) e minimiza a subestimagdo de grupos com fraco
acoplamento dipolar com os hidrogénios, tais como carbofio nao

protonado ¢ CHj.
a)
-M PC
PD
M CN

r

300 250 200 150 100 50 0 -50
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Figura 6. Espectros de RMN de BC para amostras de acido humico de
solo sobre diferentes sistemas de manejo: plantio convencional (PC),
plantio direto (PD) e campo nativo (CN). CP/MAS convencional,e (b)
CP/MAS com desacoplamento defasado de 70 ps (GONZALEZ-PEREZ

et al., 2004).
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Recentemente, Mao e Schmidt-Rohr (2004a,b) propuseram o uso de um
filtro de anisotropia do deslocamento quimico (CSA, do inglés
“Chemical Shift Anisotropy”). Nessa metodologia, sinais com baixa
simetria sdo suprimidos, e os de maior simetria sdo mantidos. Dessa
forma, grupos aromdticos que possuem ligagdes quimicas em simetria
planar (C hibridizado sp?) sdo suprimidos, enquanto carbono alquila com
ligagdes em simetria proxima a tetragonal (C sp’) sdo mantidos. Com
isso, € possivel separar e quantificar os grupos quimicos cujos sinais de
ressondncia se sobrepdem na regido de 90-110 ppm (C aromatico e di-O-
alquila, tal como, o C anomérico das aldoses e cetoses) (NOVOTNY et
al., 2004).

Outra aplicagdo recente da RMN na ciéncia do solo visa obter
informagdes a respeito do modelo estrutural das SH, ja que até o presente
momento nao ha um modelo estrutural para as SH explicando totalmente
a composi¢do quimica, a estrutura, a forma e o tamanho; e os modelos
existentes geram controvérsias e discussdes (HAYES e CLAPP, 2001).

A maior dificuldade encontrada na defini¢gdo de um modelo para as SH é
a sua heterogeneidade quimica, da qual ha uma variabilidade de acordo
com a origem (aqudtica ou terrestre). Simpson (2002) e Simpson et al.
(2002) tém mostrado, utilizando analises de difusdo por '"H RMN e RMN
bidimensional em estado liquido, que a agregacdo das SH deve ocorrer,
em parte, por meio de interagdes hidrofébicas e forgas de van der Waals
¢ que as SH sdo constituidas pela associagdo de moléculas menores,
podendo coexistir moléculas com alta e baixa massa molecular,
dependendo da origem e do método de extragdo.

Mais recentemente, Brian et al. (2006), utilizando a técnica de correlagio
entre °C e 'H HSQC (do inglés, “Heteronuclear Single Quantum
Coherence”), observaram que as SH sdo constituidas predominantemente
da mistura de componentes derivados de plantas e de decomposigio
microbiologica. Hu et al. (2000), utilizando CP/MAS, polarizagdo direta
¢ experimentos de difusdo de spins, detectaram dominios cristalinos
compostos de cadeias de polimetilenos relacionando-os com dominios
hidrofobicos nas SH.

Espectroscopia de Ressondncia Paramagnética Eletronica (RPE)

Principios de RPE
O fendmeno de RPE foi descoberto pelo russo E. Zavoisky, em 1944. O
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fendmeno trata da absor¢do de energia de elétrons desemparelhados de
um atomo, molécula ou ion quando estes se encontram sujeitos a
aplicagdo de um campo magnético. Assim, a condigéo necessaria para se
utilizar essa técnica € que o sistema em estudo apresente um elétron
desemparelhado.

Alguns exemPlos de centros e esgecies detectdveis sdo: ions de metais de
transigdo (Fe’*, Cu®*", Mn**, VO**, Mo™, Cr** e outros), radicais livres,
spin-label (KNOWLES et al, 1976, CAMPBELL e DWEK, 1984) ¢
spin-trap (PRYOR, 1976). A aparente limitagdo a detec¢do apenas de
espécies paramagnéticas se torna de grande valor, pois em muitas
situagdes a maior parte da composi¢do de macromoléculas ndo aparece
no espectro de RPE e o centro ativo, regido onde a reag¢do essencial
ocorre, pode ser medida sem interferéncias. Aplicagdes possiveis sdo:
analises de estruturas poliméricas; macromoléculas orginicas (metalo-
proteinas, metalo-enzimas, sistema fotossintético de plantas e bactérias
entre outras); SH do solo, dgua e sedimentos; argilas; moléculas e 4&tomos
semicondutores e catalisadores; fotorreagdes e reagdes de oxido-redugio
mediadas por radicais livres; metodologia de spin-trap para analisar
radicais livres com tempos muito curtos para detec¢do direta;
metodologia de spin-label para informagdes de regides de moléculas,
macromoléculas ou membranas.

As amostras podem ser analisadas no estado soélido, liquido e gasoso,
sendo a analise ndo destrutiva e ndo se usa radiagdo ionizante,
fornecendo informagdo sobre o estado de valéncia e simetria em torno do
ion metalico. Além disso, permite detecg¢do e localizagdo de radicais
livres, podendo determinar a concentragdo do elemento absorvedor, e a
sensibilidade maxima chega a 10" spins/0,1 mL; 10" 'spins/g; 10° M.

O efeito Zeeman eletrénico

O fenémeno de RPE ¢ baseado no efeito Zeeman eletrdnico, ou seja, na
capacidade de desdobrar o estado de energia degenerado no nivel de spin,
o que ¢ obtido por meio da aplicagdo de campo magnético. Em seguida,
com a aplicagdo de uma radia¢do eletromagnética, ¢ possivel gerar
transicdo dos elétrons com diferentes spins do estado de menor energia
para o estado excitado. No retorno ao estado fundamental, essa energia ¢
devolvida ao meio e pode ser detectada. No caso do spin eletronico, o
estado de menor energia é m; =-1/2 ¢ o estado excitado é my= +1/2. A
Figura 7 ilustra o fendmeno de RPE e as energias para os dois estados

+0

sdo dadas por:
E +12=1/2 gBH
E..p=-1/2 gBH

A diferenga de energia entre os dois estados, por sua vez, sera:
AE = gBH

onde g € um pardmetro adimensional (fator g) e, no caso do elétron livre,
vale 2,0023; B € o magnéton de Bohr eletronico dado por e (h/27)/2 m.c

onde: e € a carga do elétron = —1,6 x 107" C; me a massa do elétron = 9,1
x 10 g m, a massa do pr(')ton 1,67 x 10%'g (my/m. = 1836); ¢ a
velocidade da luz=3 x 10" cm s™ ; h € a constante de Planck, sendo h/2x
=1,055x 107 erg s.

A energia do sistema eletromagnético ¢ dada por hv e, no caso de campos
magnetlcos na faixa de 3 kGauss, a energia estd na regido de microondas

(10" Hz ou 10 GHz). Portanto, a equagdo que descreve o fendmeno de
RPE fica hv = gBH e no experimento o parimetro a ser medido é g e,
substituindo-se os valores dos demais parimetros dados acima, tem-se:
2 =hv/BH = 0,7144487 v/H para valores de vem MHz e H em Gauss.

E
+Ti2

AE=hv=gpH

; -1/2
o . ' — H(Gauss)
E4 ;
/\ Absorgédo
e » H(Gauss)
ry
g
o =
/\/ 1* Derivada
e — = » H(Gauss)

Figura 7. Esquema simplificado do fendmeno de RPE, mostrando o
zfeito Zeeman para um sistema com S = 1/2, e com m, = £1/2, a
caracteristica do espectro de absorgdo, e a primeira derivada do espectro
22 absorgdo, a qual ¢ normalmente detectada nos espectrémetros de RPE,
mdicando o fator g.
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As consideracdes feitas sdo validas para o caso do elétron livre (g =
2,0023), no entanto, geralmente esse ndo ¢ o caso, € o elétron encontra-se
sujeito as interagdes no atomo, ion ou molécula, tais como interagdo spin-
orbita, interacdo hiperfina, interagdo super-hiperfina, interagdo fina e
outras (WEIL et al., 1994). A interagdo spin-orbita ¢ a responsavel pela
alteragdo nos valores de g do elétron livre e depende do orbital onde o
elétron desemparelhado se encontra.

As interacdes adicionais existentes na interagdo do spin eletronico com o
seu proprio spin nuclear (interagdo hiperfina) ou com spin nuclear de
itomos vizinhos (interagdo super-hiperfina) ou mesmo em sistemas de
spin acima de 1/2 geralmente geram alteragdes nos espectros de RPE que
ampliam o nimero de parimetros e ddo informagGes valiosas sobre o
sistema em estudo (CAMPBELL e DWEK, 1984).

Interacido hiperfina

Um exemplo tipico de interagdes adicionais ¢ a interagéo hiperfina que se
origina da interagdo do spin do elétron com o spin do nucleo do atomo
em estudo. Em geral, existirdo 2 I + 1 (I = spin nuclear) orientagdes do
spin nuclear em um campo magnético. Por exemplo, para I = 1/2, m; =
+1/2 a equagio de ressonancia torna-se: hv = gBH + Amy. Para o caso de
S=1/2 e = 1/2 (Figura 8) os niveis de RPE tornam-se:

m=+1/2)

= 1,‘2Jm5= +1/2

hv=gpH+ Am,
~m=-1/2 et

m|2+”2]ms— 1/2

——» H(Gauss)

Figura 8. Esquema dos desdobramentos dos niveis de energia para uma
situacdo de spin eletrénico (S) 1/2 e spin nuclear (I) 1/2, mostrando as
transicdes permitidas. No espectro de RPE sdo observadas 2 linhas
separadas pelo chamado parimetro de separagao hiperfina (A), no caso
medido em Gauss (A*).
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Vale observar que:
1) a energia hv é a mesma nas duas transigdes;

2) o estado de spin nuclear (m;) ndo muda na transigdo de spin
eletrénico, ou seja, a regra de sele¢do é Am;=*1 ¢ Am; = 0.

Portanto, o espectro consistird de duas linhas, e o valor de g é o centro da
linha de separagdo entre as duas absor¢des. O parametro A*, em unidade

de campo magnético (Gauss ou miliTesla), é bastante utilizado
(KNOWLES et al., 1976).

A interagdo hiperfina ¢ muito util para a espectroscopia de RPE, pois ¢é
possivel identificar, com maior seguranga, os elementos absorvedores.
Por exemplo, o ion Mn** tem I = 5/2, portanto: 21 + 1 =2x(5/2) + 1 =6
linhas com my = +5/2, + 3/2, +1/2, -1/2, -3/2, -5/2. Além disso, podem
fornecer informagdes a respeito do tipo e simetria dos sitios de
complexagdo (SENESI, 1990a). Em solugdo aquosa diluida, o Mn**
apresenta seis linhas igualmente espagadas, conforme pode ser visto na
Figura 9. A largura de linha intrinseca pode ser uma informagdo util
tambeém, pois esta associada ao tempo de relaxagdo do sistema, podendo
fornecer informagoes sobre a dindmica dos seus complexos com SH, tais
como a répida troca entre os fons de Mn*" em solugio e adsorvidos, e
eventuais distorgdes da esfera de coordenagdo quando da sua adsorgdo
(McBRIDE, 1978).

+ A* = 95 Gauss

Fizura 9. Espectro tipico do ion Mn®* em solugdo aquosa, com seis linhas
:zualmente separadas com valor de separagdo hiperfina A* = 95 Gauss.
A largura intrinseca de cada linha chamada de AH tem valor de 25 Gauss.

Conforme ja mencionado, existem varios outros tipos de interagdes
possivels que influenciam o espectro de RPE, como interagdo super-
mrperfina, originada entre o spin eletrénico e o spin nuclear de atomos
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vizinhos, as interagdes finas, que surgem em sistemas de spin com
valores superiores a 1/2 e outros. Contudo, por questdes de simplicidade
e sintonia com o0s aspectos ¢ exemplos que serdo abordados sobre RPE.
as informagdes que ja foram apresentadas sdo suficientes para o
acompanhamento e entendimento dos espectros e resultados apresentados
neste capitulo.

Quantificacio de espécies paramagnéticas

A concentragdo de spins ¢ diretamente proporcional a integral dupla do
espectro de RPE. Uma aproximagdo normalmente muito utilizada para a
obtengdo da concentragdo de spins ¢ feita utilizando-se a formula [ x
(AH)* (POOLE, 1967), onde I ¢é a intensidade do sinal e AH é a largura
do sinal tomada pico a pico (Figura 10). Na pratica, ¢ utilizado um
padrdo com conhecida concentragdo de spins, geralmente fornecido pelos
fabricantes de espectrémetros, para a transformagao da integral dupla do
espectro de RPE ou da aproximagdo I x (AH)2 em nimero de spins, sendo
os valores normalmente apresentados em spins por grama de amostra
(spins g'') ou em spins por grama de carbono (spins (g C)'l). Utiliza-se
também o método do padrdo secundario (SINGER, 1959) com um cristal
de rubi (Al,Os) contendo Cr". No caso especifico da quantificagio do
radical livre do tipo semiquinona, o g do rubi esta em torno de 1,26,
portanto, ndo interferindo no sinal de interesse, cujo valor do fator g esta
em torno de 2,003 (SENESI, 1990a; MARTIN-NETO et al,, 1991). A
utilizagdo desse método tem como objetivo detectar possiveis alteragdes
no fator Q da cavidade ocasionadas por diferengas nas caracteristicas das
amostras, como conteudo residual de umidade, interferentes metélicos e
outros. O fator Q € a razdo entre a energia absorvida e a energia incidente
na cavidade ressonante do equipamento de RPE.

Aplicacdes de RPE em ciéncia do solo

Varias oportunidades e exemplos de aplicagdes de RPE tém sido
apresentados na literatura nacional e internacional, com resultados
interessantes e inéditos na drea (SENESI, 1990a; JEZIERSKI et al.,
2000; GONZALEZ-PEREZ et al., 2004; WATANABE et al., 2005;
ROSA et al., 2005). Por exemplo, é bem aceito que entre métodos de
laboratorio, a espectroscopia de RPE ¢ uma das tnicas capazes de
fornecer informagdes estruturais, sem artefatos ou condig¢des
experimentais restritivas, sobre a complexagido de ions metdlicos (Fe’*,
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Cu. Mn*", VO*', Cr’* e outros) com SH de solos, dgua e sedimentos
«SENESI, 1990a,b; MARTIN-NETO et al., 1991; CHEN et al., 2002;
JTEZIERSKI et al,, 2002). A RPE pode também detectar radicais livres
em SH, determinando sua concentragio e, algumas vezes, sua origem. As
SH contém radicais livres estabilizados em sua estrutura, e ¢ proposto
=szarem associados com reagdes de polimerizagdo-despolimerizagio;
com o grau de aromaticidade e humificagdo da MO (RIFFALDI e
SCHNITZER, 1972), podendo interagir com pesticidas e poluentes
erzanicos toxicos (SCHWARZENBACH et al., 1992; MARTIN-NETO
= al.. 1994a; MARTIN-NETO et al., 2001; FERREIRA et al., 2002).
Alem disso, LOVLEY et al. (1996) e LLOYD et al. (2000) mostraram
gue 0s radicais livres presentes em SH podem atuar na transferéncia de
zlietrons para sistemas bioldgicos. Também foram evidenciadas, a partir
2o uso da RPE, contribuigdes da recalcitrincia quimica intrinseca e
mreracdes organominerais, responsaveis pela estabilidade da MO dos
solos em regides tropicais (BAYER et al., 2002a; BAYER et al., 2006b);
czracterizagdes de sitios hidrofobicos em SH com o uso da metodologia
&= spin-label (FERREIRA et al., 2001; SIMOES, 2005); e fotorreacdes
z=volvendo SH com detecgdo de radicais hidroxil, muito reativos e
mstiveis, pelo método de spin-trap (PACIOLLA et al., 2002; GARBIN et
z . 2007). Enfim, trata-se de situagdes de grande interesse e
complexidade em que uma das poucas alternativas para obtengdo de
Zzdos experimentais € a utilizagdo da RPE.

Dererminacdo do grau de humificagdo de substincias humicas, fracdes
arzznominerais e solos

A concentragdo de radicais livres orgénicos estaveis, detectados por RPE,
¢ relacionada ao grau de humificagdo da MOS (RIFFALDI e
SCHNITZER, 1972; SCHNITZER e LEVESQUE, 1979; SENESI et al.,
I5%0a: MARTIN-NETO et al., 1998; SAAB e MARTIN-NETO, 2003).
Eszruturas aromadticas complexas sdo associadas a estabilizagdo de
mucicals livres do tipo semiquinona em hamus (SENESI, 1990a;
STEVENSON, 1994). Existe elevada correlagido positiva entre a
wocentragdo de spin e razdo molar C/H (a qual aumenta com
womaticidade) bem como com outras medidas de aromaticidade
¢{WIKANDER e NORDEN, 1988; SENESI, 1990a,b; MARTIN-NETO et
al . 1994b; OLK et al., 2000).

Com relagdo ao seqiiestro de carbono, o conhecimento da humificagdo
wrmz-se importante, pois segundo Lal (1997), uma das estratégias para o
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aumento do seqiiestro de carbono no solo ¢ a criagdo de mecanismos para
o aumento da humificagdo, tanto na superficie quando no perfil do solo,
de residuos oriundos da biomassa.

Um exemplo didatico para mostrar a associa¢do entre a concentragdo de
radicais livres do tipo semiquinona e a humificagdo foi obtido por
Martin-Neto et al. (1998) estudando acidos humicos (amostras solidas)
extraidos de uma climoseqiiéncia da Argentina. Na Figura 10, sdo
mostrados dois espectros de RPE de situagdes extremas de precipitagdo
pluvial, indicando a diferenga na intensidade dos sinais dos radicais livres
do tipo semiquinona.

E observado que os espectros sdo constituidos de uma unica linha
associada a radicais livres que estdo provavelmente associados a atomo
com spin nuclear zero, como por exemplo, o oxigénio, isétopo mais
abundante 16, o que explicaria a auséncia de interagdes hiperfinas,
conforme assegura a multiplicidade de linhas dada por 21 + 1 (I = 0,
entdo se tem uma linha), e que permite propor o radical semiguinona
(estrutura molecular mostrada no espectro) como um dos mais provaveis.

Contudo, do ponto de vista espectroscopico mais aprofundado, eventuais
interagoes hiperfinas podem estar sobrepostas dentro da largura de linha
intrinseca do sinal principal, associado ao efeito Zeeman, ndo gerando
desdobramento detectavel. Também, pela complexidade das SH, é
temerario assumir um unico tipo de radical como responsavel pelo sinal,
e na literatura internacional ndo se descarta a possibilidade de
envolvimento de outros tipos de estruturas (SENESI, 1990a; CHESHIRE
e McPAHIL, 1996).

Na Figura 11 sdo mostrados os pontos experimentais da concentragdo de
radicais livres do tipo semiquinona versus nivel de precipitagdo pluvial.
Quanto maior a precipitagdo, maior a quantidade de produgdo primaria de
plantas, conteido de carbono e humificagio da MOS (ANDERSON,
1987; SALA et al., 1988).

Assim, o contetido de carbono de solos de area mais arida é baixo, e o
correspondente humus ¢ de estrutura mais simples, considerando-se
também o nivel menor de atividade microbiana. Por sua vez, o contetido
de carbono ¢ mais elevado em areas com maior precipitagdo pluvial, e o
respectivo humus ¢ de estrutura mais complexa, influenciado também
pela maior atividade microbiana, o que leva a um maior grau de
humificagio.
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Figura IO.A Espectros de RPE de 4cidos humicos de uma climoseqiiéncia
da Argenpng em um Molissol com diferentes precipitagdes. Sinais tipicos
de radicais livres tipo semiquinona(MARTIN-NETO et al., 1998).
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F igura 11. Concentragdo de radicais livres do tipo semiquinona, em spins
, versus nivel de precipitagéio pluvial para amostras de 4cidos hiimicos,

xtraido de uma climoseqiiéncia da Argentina, com solos Molissol
(MARTIN-NETO et al., 1998). 2
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Saab e Martin-Neto (2004) mostraram em solos Gleisolo que a
concentracdo de radicais livres do tipo semiquinona é mais elevada em
amostras de humina, seguida pela dos 4cidos htmicos, que tém maior
concentragdo que écidos fulvicos, a fragio de menor humificagdo das trés
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componentes. Ressalta-se que as andlises de RPE na fragdo humina
foram possiveis devido ao fato de as amostras estarem em ambiente
anaerobio, e que os fons metalicos apresentam-se em estados de oxidagdo
reduzidos, como no caso do ferro que deve predominar, o Fe**, em estado
diamagnético, ndo trazendo contribuigdes para o espectro de RPE.

De fato, a determinagdo do grau de humificagdo por meio da
concentragdo de radicais livres do tipo semiquinona tem sido
intensamente utilizada para avaliar efeitos de diferentes manejos do solo
e rotagdo de culturas, permitindo a comparagdo de dreas sob floresta (sem
cultivo), manejo convencional, cultivo minimo e plantio direto, areas sob
adigdo de lodo de esgoto, entre outros. Bayer et al. (2000a,b; 2002b)
mostraram que areas sob plantio direto, com maior aporte de residuos na
superficie do solo, em regides subtropicais do Brasil, apresentam uma
diminui¢do no grau de humificagdo de acidos hiimicos e de agregados
organominerais (fragdes 53-20 pm e 20-2 pm), em comparagdo com
solos sob manejo convencional. :

Na Figura 12 sdo mostrados dados da comparagdo do grau de
humifica¢do de um solo Acrisol, do campo experimental de Eldorado do
Sul/RS, detectados pela concentragio de radicais livres do tipo
semiquinona, avaliados no quinto e nono anos dos experimentos de
manejo do solo. Observam-se dois aspectos concomitantes: aumento no
grau de humifica¢do das amostras de 4cido himico nas areas sob manejo
convencional e diminui¢do no grau humifica¢do nas éreas sob plantio
direto, quando sdo comparados o quinto € 0 nono ano.

18 5° ano

Spins g' HA (x10")

PD-AM  NCASVIMIC PD ARVIMAC PD-AIM  MC-A#VIM+CPD A+VIM+C
MANEJO DO SOLO MANEJO DO SOLO

Figura 12. Resultados mostrando a concentragiio de radicais livres do tipo
semiquinona, dado em spin g, em 4cidos hiimicos extraidos de solos do
tipo Acrisol, em Eldorado do Sul/RS, em fungdo do manejo do solo. MC:
manejo convencional; PD: plantio direto; AM: aveia e milho; A+V/M+C:
aveia+vica/milho+caupi (BAYER et al., 2002a).

MC-A/M
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Analises das fragdes organominerais extraidas desse mesmo solo
mostraram diminuigdo do grau de humificagio nas fragdes consideradas
humificadas de 53-20 pm e 20-2 pm, e na fragdo < 2 um ndo houve
mudangas, apds nove anos de manejo do solo (Figura 13).

]?is;es result.ados corroboram com as observagdes feitas com amostras de
acidos humicos e demonstram que a MO mais estvel (4cido humico ou

agregados organominerais menores que 53 pum) podem sofrer alteragdes
em periodos relativamente curtos.

Para melhor entendimento sobre a humificagdo e obtengdo dessa
qurmacﬁo de forma precisa, considerando a sua importdncia na
agnc;ultura, Novotny e Martin-Neto (2002) realizaram estudos para
avaliar a influéncia da umidade e da presenca de ions metalicos na
_detenninagﬁo do grau de humificagdo por RPE. Os resultados mostraram
interferéncia tanto da umidade quanto da presenga de {ons
paramagnéticos na quantificagdo dos radicais livres do tipo semiquinona
¢ na largura de linha do sinal do radical livre, devendo eles, entio, serem
cuidadosamente controlados quando da determinacdo do grau de
humificacdo por meio da RPE,

=] Plantio convencional
Plantio direto

Semiquinona ('spin’ x 1017 g-' de C)

53-20 20-2
Complexo organe-mineral (um)

Figuri 13. Concentragdo de radicais livres do tipo semiquinona, em spins
(g C) » para fragdes organominerais (53-20 pm; 20-2 pm e < 2 um) de
um Acrisol, para dreas sob plantio convencional e direto (BAYER et al.
2002b), ;

Contudo, além da importincia para os aspectos agrondmicos, os
res.ﬂultados sugerem que, do ponto de vista estrutural dos 4cidos htmicos,
o fato de haver mudangas no grau de humificagdo sugere que a estrutura
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molecular mais provavel para os dcidos humicos ¢ uma associagio de
moléculas de massa molecular ndo tdo elevadas e mantidas por forgas
fracas, como interagdes hidrofdbicas e pontes de hidrogénio, coerentes
com recentes resultados publicados na literatura internacional
(PICCOLO, 2001; SUTTON e SPOSITO, 2005).

Segundo Piccolo et al. (1999), uma outra possibilidade de seqiiestro de
carbono no solo ¢ via protegdo hidrofébica. Essa proposta foi baseada no
fato de que as interagdes hidrofébicas entre compostos hidrofébicos
parecem ser a principal causa da bioresisténcia das SH e do seu longo
periodo de permanéncia no solo (PICCOLO, 1996). E também nos
trabalhos de Lichtfouse et al. (1995) e de Almendros et al. (1996), que
mostraram que compostos hidrofébicos, tais como lignina e écidos
graxos, derivados de residuos de plantas e atividades microbianas sdo
incorporados nas fragdes da MOS mais estaveis.

Com isso, Buurman et al. (2002), Spaccini et al. (2002) e Conte et al.
(2004) propuseram que a aplicagdo no solo de SH com caractefisticas
hidrofobicas poderia reduzir a mineralizagdo da MOS pelo aumento do
seqiiestro do carbono nos dominios hidrofobicos. Dessa forma, a
prote¢do hidrofobica pode se tornar uma ferramenta para limitar a
decomposi¢gdo da MO labil no solo e, conseqilientemente, reduzir a
emissdo de CO; e mitigar o efeito estufa (PICCOLO et al., 1999).

Avaliacio da complexacio de ions paramagnéticos com a matéria
organica do solo

A MOS tem papel fundamental na capacidade de troca catiénica (CTC)
no solo formando complexos com ions micronutrientes (Fe**, Mn*,
Cu®’, Zn*" e outros cdtions monovalentes e polivalentes), permitindo a
sua migragdo e tornando-os biodisponiveis para as plantas. Considerando
a importancia dos metais para desenvolvimento das plantas, a RPE é uma
ferramenta extremamente util para avaliar a complexa¢do de ions
metélicos paramagnéticos (Fe’*, Cu®*, Mn**, VO** e outros) como a
MOS (McBRIDE, 1978; SENESI, 1990b; MARTIN-NETO et al., 1991).

Gonzélez-Pérez et al. (2004; 2006b) estudaram a complexagdo desses
ions paramagnéticos — oriundos de lodo esgoto — com a MOS. A Figura
14 apresenta um espectro de RPE de acido himico de solo apés aplicagdo
do lodo, na qual € possivel observar sinais em g = 8,66 e g = 4,27 devido
a presenga de ions de Fe** (alto spin) complexados com a MOS em
complexos de esfera interna em sitios octaédricos ou tetraédricos e com
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;imetria;t rﬁmpica..Bm g = 2,12 tem-se uma linha alargada associada a
Interagdes Spin-spin provavelmente devido a presenga de 6xidos de ferro
(Fe;03) (Figura 14a). Em g2:.=1,98 com A*, =7,1-7,3 mT e observado o

== 24 e 5 .
>1gal do VO™ complexado com oxigénios ligantes com simetria axial
(Figura 14b).

005 0,10 0,15 020 025 030 035 040 0,45 0.50
(@) H (T)

g=1.98 VO~
ENEEE

{""-M

026 028 030 032 034 036 098 040
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@zr2 14, Espectros de RPE de amostra de 4cido himico de solo sobre

apinczcio de lodo de esgoto. Andlises realizadas em baixa temperatura

f&*iéw?“‘C ). (a) varrendo todo o campo magnético (janela espectral de 0,5
Theid)varredurade 0,2 Ta 04 T (GONZALEZ-PEREZ et al., 2006b).
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A Figura 15 apresenta alguns sinais de RPE ja mencionados acima e,
além desses, o sinal do Cu’" em gy=226eg =2,06 comA*; =17 mT
complexado com oxigénios ligantes.

Moreira et al. (2006) mostraram que 0 Mn presente nas amostras de acido
himico estava na forma de ligagdes muito estdveis com 0s grupos
funcionais (provavelmente os carboxilicos). Isso foi constatado com a
variagio do valor de pH da suspensio de 4cido himico e,
conseqiientemente, da protonagdo de tais grupos funcionais,
influenciando na ligagdo entre Mn*" com o acido hiimico (Figura 16).

Com isso, eles levantaram a hipdtese de que a auséncia de efeito do Mn
na produtividade da soja pode ser devida a complexagdo do referido
nutriente pela MOS.

r T ¥ ”

0.20 0.25 0.30 0.35 0.40
H(T)
Figura 15. Espectro de RPE de amostra de é4cido humico de solo.
Analises realizadas em baixa temperatura (-160 °C) com varredura de 0,2
T a 0,4 T (GONZALEZ-PEREZ et al., 2004).

Dessa forma, a RPE permite, além de detectar a presenga de ions
paramagnéticos, obter informagdes a respeito do tipo e simetria dos sitios
de complexagdo na MOS.
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Figura 16. Espectros de RPE de acido himico em suspensdo (50 mg de
acido hiimico/mL de dgua) em pH 2,5 e 3,0. Em detalhe o sinal do Mn®*
(MOREIRA et al., 2006).

Estudo da estabilidade matéria orginica do solo

A diferente estabilidade das fragdes biodegradavel e humificada da MOS
2 acdo decompositora dos microorganismos pode ser determinada pela
sua complexidade quimica intrinseca (estabilidade quimica) e pelo seu
grau de associa¢do com a fragdo mineral do solo (estabilidade fisica)
{THENG et al., 1989), sendo considerado esse Gltimo mecanismo o mais
importante (SOLLINS et al., 1996).

Segundo Lal e Kimble (1997), o principal mecanismo de seqiiestro de
carbono no solo € por meio da formagdo de agregados organominerais e,
quanto maior e mais estavel for o agregado, maior serd o seqiiestro de
carbono.

Bayer et al. (2006b) utilizaram RPE para obter informag¢des referentes a
recalcitrincia molecular e a estabilidade organomineral na MO de um
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solo Acrisol subtropical sob plantio direto.

A recalcitrancia molecular foi obtida por meio da quantificagdo dos
radicais livres do tipo semiquinona, ja que esse ultimo supde-se ter sua
origem e ser estabilizado por estruturas aromadticas recalcitrantes, as
quais sdo mais resistentes a decomposigdo microbiolégica (SOLLINS et
al., 1996). A estabilidade organomineral foi inferida por meio da
realizagdo de experimentos de saturagdo de poténcia de microondas
(Figura 17).

Os resultados apresentados na Figura 17 mostraram mais forte interagdo
organomineral na fragdo argila (< 2 pm). Isso foi constatado pelo fato de
a saturacdo de poténcia de microondas ndo ocorrer nessa fragdo, o que foi
considerado pelos autores uma clara indicagdo de que os spins dos
radicais livres nessa fragdo mineral podem facilmente transferir energia
para o meio no qual se encontram, que neste caso sdo 0s minerais.

Ja para a fragio silte grosseiro (53-20 pm) a saturagfio ocorreu em baixo
valor de poténcia de microondas, refletindo a fraca interagdo
organomineral, o que foi considerado coerente jd que essa fragdo mineral
¢ constituida principalmente por quartzo, o qual ¢ sabido satura em baixo
valor de poténcia de microondas, ja& que o radical livre associado ao
quartzo possui pouca interagdo com o meio onde estd localizado
(BERSOHN e BAIRD, 1966).

Saab e Martin-Neto (2003) utilizaram a RPE para determinar a
estabilidade térmica de fragdes fisicas da MO de um solo Gleisolo. Por
meio dessa espectroscopia, eles observaram que para todas as fragdes
houve aumento da concentragdo de radicais livres do tipo semiquinona
para temperaturas acima de 200 °C, o que foi atribuido a mais rédpida
decomposi¢do de estruturas alifaticas em relacdo as estruturas
aromaticas. Das fragdes analisadas foi observado, mesmo em
temperaturas superiores a 600 °C, uma quantidade residual de radicais
livres do tipo semiquinona para as fragdes 2-20 pm e 20-53 pum (Figura
18). Os autores supuseram que essa maior estabilidade térmica da MO
humificada pode ser resultado da maior recalcitrdncia quimica ou da
associagdo com a fragdo mineral, provavelmente em agregados ou com a
fragdo argila.
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Figura 17. Curvas de saturagio de poténcia de microondas para amostras
de diferentes fragdes minerais: silte grosseiro (53-20 um), silte fino (20-2
um) e argila (< pum), extraidas de solos sobre plantio direto. (a) graminea,
'b) solo nu e (¢) pousio/milho com mucuna (P/M + Mu) (BAYER et al.,
2006b).
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Figura 18. Concentragdo de radicais livres do tipo semiquinona de
fragdes fisicas do solo em fungdo da temperatura (RT significativa
temperatura ambiente (28 °C)) (SAAB e MARTIN-NETO et al., 2003).

Espectroscopia de fluorescéncia

Conceitos basicos de fluorescéncia

Atualmente, vérias substincias orginicas sdio conhecidas por emitirem
luz quando ativadas por diferentes tipos de radiagdo. Dependendo do tipo
de excitagdo, é feita uma distingdo entre os diferentes processos, tais
como fotoluminescéncia, o qual ¢ estimulado por radiagio ultravioleta ou
visivel; radioluminescéncia, excitado por substincias radiativas;
catodoluminescéncia, causado por bombardeamento de elétrons com
altas velocidades, luminescéncia por raios-X, disparadas por raios-X, e
assim por diante.

Todas as substincias que exibem luminescéncia em resposta a varios
fatores sdo chamadas de materiais luminescentes. Dois tipos bésicos
deles sdo conhecidos: organicos e inorgénicos. A luminescéncia dos
inorgdnicos ¢ determinada pelas transicdes eletronicas de um
determinado atomo e, no caso de cristais, dependerd também de suas
interagdes com a estrutura da rede cristalina. No caso dos orgéinicos
luminescentes, ¢ a estrutura de uma molécula individual que ¢é
responsavel pela luminescéncia. Desta forma, quando a substincia passa
de um solido cristalino para um fundido ou vapor, ou é dissolvida, sua
luminescéncia persiste.
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% energia total de uma molécula ¢ a soma de sua energia cinética,
--_':emal, eletronica, vibracional e rotacional. Em geral, a magnitude
Zessas energias decresce na seguinte ordem: Egin, Ep, Eelet, Evivr € Eror.

1 znergia absorvida na regido de ultravioleta-visivel produz mudangas na
emergzia eletronica da molécula resultado da transicdo de elétrons de
incia na molécula. Essas transigdes consistem de excitagdo de um
zizrron de um orbital molecular ocupado (usualmente um orbital ndo
Zzznte n ou ligante n) para o proximo orbital de mais alta energia (um
schial antiligante 1 ou o). Os orbitais antiligantes sdo designados por
m asteristico. Assim, a promogdo de um elétron de um orbital ligante n
=zra um antiligante n° ¢ indicada como ® — m'. As moléculas que
*wuuem esse tipo de transi¢do apresentam ligagdes insaturadas e
s=stemas conjugados. Na Figura 19, tem-se um esquema relacionando
szda tipo de transicdo com suas respectivas absorgdes no espectro
zlzrromagnético.

1A% uv ' :Visivel

-
=
(]
=
=]

’ »J'm. O AT

A(nm

Figura 19. Faixa de energia correspondente a cada tipo de transigdo
molecular.

4 relagdo entre a energia absorvida em uma transi¢do eletrdnica e a
treqiiéncia (v) ¢ dada por:

onde h ¢ a constante de Planck. Pode-se também expressar essa energia
=m termos de comprimento de onda A utilizando-se a relagdo [2]
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onde c ¢ a velocidade da luz. Substituindo-se [2] em [1], tem-se que:
he
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A energia absorvida ¢ dependente da diferenga de energia entre o estado
fundamental e o estado excitado. Quanto menor a diferenga de energia,
menor o comprimento de onda de absorgdo. Caso a energia absorvida
pela molécula ndo seja suficiente para a ionizagdo ou dissociagdo da
molécula, ela permanecera no estado excitado por um determinado
tempo, chamado tempo de vida do estado excitado. Logo em seguida, ela
reemite na forma de calor e/ou luz. Essa luz emitida por esse processo é o
que chamamos de fluorescéncia ou fosforescéncia, dependendo do tempo
de vida do estado excitado. Estados excitados com tempos de vida curtos
(107-107 ) levam a processos chamados de fluorescentes e, portanto, os
estados excitados com tempo de vida longo (> 10 s) levam a processos
chamados de fosforescentes.

Como os estados eletrénicos da molécula sdo quantizados, o espectro de
absor¢@o originado de uma tnica transigdo eletrOnica consistiria em
linhas discretas. Entretanto, no caso de compostos moleculares, estas
linhas discretas ndo sdo obtidas, pois a absorgdo eletronica é sobreposta a
subniveis vibracionais, como é mostrado na Figura 20. Na Figura 21
pode-se observar o espectro de absor¢do do benzeno, onde as transigdes
eletronicas ficam bem identificadas pela estrutura de picos de absorgdo
bem definidos, mas alargados pela presenga de modos vibracionais da
molécula.

Em moléculas mais complexas, a multiplicidade de subniveis
vibracionais e a proximidade de seus espagamentos acarretam bandas
discretas coligadas, gerando bandas de absorgdo largas ou “bandas
envelope”. Em solugdo, a perda de estruturas de picos bem definidos ¢é
ainda mais significativa devido, principalmente, a interagdo entre
moléculas na fase liquida se a molécula ou o solvente forem apolares.
[sso acarreta também pequenos deslocamentos dos niveis de energia em
relagdo aos da molécula individual. Tais caracteristicas também sdo
observadas nos espectros de emissdo de fluorescéncia, ja que a
intensidade de emissdo ¢ dependente da probabilidade da transi¢do entre
os niveis de energia envolvida no processo. Quando mais intenso é um
pico de emissdo, maior € a probabilidade de transi¢do.
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Figura 20. Niveis de energia de uma molécula diatomica.
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Figura 21. Espectro de absorgdo (220 a 280 nm) do benzeno.

A energia vibracional de moléculas excitadas ¢ rapidamente dissipada
por meio de colisdes ou por outros processos mais rapidos do que a
emissdo de um foton do estado excitado. Conseqiientemente, dentro de
um curto periodo de tempo (menor do que 10"'%) a molécula decai para o
nivel vibracional mais baixo do estado excitado (v’ = 0). Esses processos
ndo radiativos estdo indicados por setas vermelhas na Figura 22.

Quando a emissdo de fluorescéncia ocorre, portanto, todas as transi¢oes
se iniciam em v’ = 0 e podem terminar em qualquer estado vibracional
do estado eletrénico fundamental, como mostram as setas verdes da
Figura 22.

A maioria das moléculas possui um estado fundamental com elétrons de
valéncia que ocupam o mesmo orbital tendo spins antiparalelos. O spin
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resultante S dos elétrons ¢ zero, e a multiciplidade do nivel, que é dada
por |2S| +1, serd igual a 1. Sendo assim, em geral as moléculas possuem
um estado fundamental do tipo singleto S.

Se o estado excitado permite a inversdo de spin de um dos elétrons, o
spin total sera unitario, e a multiplicidade do estado igual a 3. Tais
estados sdo chamados de tripleto T ,. Se a absor¢do de um quantum de
luz ndo leva a qualquer mudanga de orientag@o de spin, o estado excitado
correspondente sera um estado singleto -

Na Figura 22, tem-se um esquema dos possiveis processos que podem
ocorrer numa molécula excitada por luz.
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Figura 22. Niveis vibracionais e eletronicos de uma molécula
poliatomica, e caminhos de decaimento radiativos e néo radiativos.

As transi¢des singleto-singleto associadas a absorgdo de um quantum de
luz podem resultar de uma transferéncia de um elétron de valéncia t da
molécula para um orbital antiligante n (transigio S¢—Sge+) ou da
transferéncia para o mesmo orbital de um elétron n pertencente a um
heteroatomo, se a molécula tiver heteroatomo (transi¢do Sy—>Sy.+). Uma
transi¢do desse tipo € possivel se a molécula contém grupos do tipo C=C,
-N=N -, C=N, -NO,, dentre outros.

A energia de transigdes m — 7 ¢ substancialmente dependente do
tamanho do sistema m. Como a cadeia de ligagdes conjugadas aumenta
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em comprimento, por exemplo, na condensagdo de anéis de benzeno em
compostos aromaticos, essa energia decresce (o espectro se desloca no
sentido de comprimentos de onda maiores). A energia de transigdes
n—7 ndo decresce com o crescimento do sistema 7, mas pode também
<2 tornar maior.

A molécula pode passar do estado excitado S para o fundamental S
zmitindo um quantum de luz, ou passando pelo nivel tripleto T), através
de um cruzamento entre sistemas (transi¢do entre estados de diferentes
multiplicidades) (Figura 22). Como o tempo de vida de uma molécula em
estado tripleto € muito mais longo do que o de um estado singleto
'S"58 tem um t = 10°-107 s enquanto, S —T, tem um t = 10107 5),
= probabilidade de perdas ndo radiativas é muito maior num estado
mipleto.

S¢ a molécula absorve radiagdo ultravioleta e ndo fluoresce,
nrovavelmente ela possui outro mecanismo ndo radiativo para retornar ao
zstado fundamental. Decaimentos ndo radiativos do estado excitado para
o fundamental podem ocorrer de duas formas:

- Pode ocorrer uma redistribui¢do intramolecular da energia entre os
zstados eletrdnicos e vibracionais. Isso ocorre em dois estagios. Primeiro,
o sistema passa por uma conversdo interna de energia e depois dissipa a
energia por um processo de relaxagio vibracional;

- Pode ocorrer uma combinagdo de redistribuigdo de energia intra e
intermolecular. Tal processo também ocorre em dois estigios. O primeiro
¢ a transferéncia de energia para um outro nivel de energia molecular
através de um cruzamento entre sistemas. Nesse ponto, podem ocorrer
perdas por relaxagdo vibracional e finalmente uma supressdo externa, que
pode ser realizada por transferéncia de energia ressonante com outro
sistema ou, simplesmente, por colisdo (“external quenching”).

r

Outro processo que pode ocorrer é a decomposi¢do da molécula se a
snergia recebida for comparavel com a energia de dissociagdo quimica da
molécula. Ambos os mecanismos estdo ilustrados na Figura 22.

O espectro de fluorescéncia de moléculas orginicas, geralmente, possul
uma simetria especular em relagdo ao espectro de absor¢do (regra de
Levshin), com o pico sendo deslocado para comprimentos de ondas
maiores (deslocamento de Stokes) (Figura 23).

Este deslocamento, usualmente, fica em torno de 50 a 70 nm e representa
perdas ndo radiativas envolvidas na luminescéncia. Quando a absorgdo
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de luz pela molécula ¢ acompanhada por mudangas estruturais, tais como
mudangas angulares ou em distincias interatdmicas, o deslocamento de
Stokes pode ocorrer no intervalo de 150 a 250 nm.
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Figura 23. Deslocamento de Stokes e simetria especular das bandas de
absor¢do (méaximo em aproximadamente 350 nm) e emissdo (maximo em
aproximadamente 450 nm).

Um parametro importante quando se fala em espectroscopia de

I

fluorescéncia é a eficiéncia quantica do processo ou eficiéncia de
fluorescéncia ¢r, que é definida como:

" @ fotons emitidos _ intensidade ck fluorescéncic
i @ fotons absorvidos intensidade de absorgdo

P =

Os valores de ¢ ficam na faixa de 0 a 1, sdo inerentes a molécula e
dependem de sua estrutura. Um alto valor de ¢r estd geralmente
associado com moléculas que possuem um extenso e delocalizado
sistema de duplas ligagdes conjugadas, o que resulta em uma estrutura
relativamente rigida. Como € o caso das moléculas da fluoresceina,
antraceno, e outras estruturas aromaticas condensadas. Para entender esse
comportamento tem-se que avaliar o sistema como um todo, niveis
eletronicos e vibracionais.

A conversdo de energia eletrdnica em energia vibracional e sua
conseqiiente dissipagdo sdio muito mais faceis se a moléculas forem
frouxa e flexivel porque ela pode reorientar-se de maneira a ajudar a
promover a transferéncia de energia. E um comportamento similar ao de
um pedaco de borracha que absorve um choque e distribui a energia em
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todo o volume. Um bloco rigido de metal ou pedra, por outro lado,
simplesmente transmite as ondas de choque para sua vizinhanga. Este
comportamento ¢ semelhante ao de uma molécula rigida, que nio faz de
forma eficiente a conversdo interna de energia para retornar ao seu estado
fundamental e, assim, é mais provavel emitir um foton.

Entretanto, nem toda molécula rigida ¢ fluorescente, porque existe a
possibilidade em certas estruturas de ocorrer do cruzamento entre
sistemas. Esta rota para o estado fundamental torna-se particularmente
efetiva quando o estado excitado de menor energia pode ser alcangado
por uma transigdo n—n  a partir do fundamental. O estado excitado
n—n tem um tempo de vida muito mais longo do que o estado excitado
T e, portanto, tem muito mais chances de ocorrer um cruzamento
entre sistemas. ’

Uma vez ocorrido o cruzamento, as relaxagdes vibracionais levam a
molécula para nivel v’ = 0 onde permanece aprisionada por um periodo
de tempo longo (transi¢do T;—Sp € proibida) o suficiente para ser
desativada por colisdes ou outros mecanismos de supressdo internos
(quenching). Isso explica a baixa eficiéncia de fluorescéncia de
compostos tais como cetonas e heterociclos de nitrogénio. Cruzamento
entre sistemas ¢ também muito eficiente em estruturas que contenham
metais pesados.

\Metodologia para medir fluorescéncia

A geometria mais simples para se medir fluorescéncia de amostras
rransparentes € a instrumentagdo de excitagdo a 90°, cujo esquema bésico
2sta mostrado na Figura 24.

Excitagdo 1,

trans

Iﬂuo

figura 24. Geometria usual para analises de fluorescéncia.

Neste caso pode-se considerar que a intensidade de luz absorvida (Zu) €
:zual 4 intensidade de luz incidente (Iy) menos a intensidade da luz
mansmitida (Lyans):
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[abs = Io — Itrans .................................................................... [5]

A luz transmitida € dada pela Lei de Lambert-Beer:

= —Ef(.'d

'[.frcms =5 [Oe
onde & ¢ a absortividade do material fluorescente, ¢ a concentragdo do
fluoréforo e d o caminho Optico da luz na amostra. Substituindo-se (6)
em (5), tem-se que a intensidade de luz absorvida pela amostra ¢ dada
por:

I.=I-Te"™ =[(1-¢™)

abs
Por outro lado, pela Eq. 4 tem-se que a eficiéncia quéntica do processo de
fluorescéncia (¢) dada pela razdo entre as intensidades de fluorescéncia e
de luz absorvida, e, portanto:

e R T 8]

Pela Eq. 8 observa-se que a intensidade de fluorescéncia para amostras
transparentes ¢ diretamente proporcional a intensidade de luz incidente
na amostra, ¢ depende da absortividade da amostra no comprimento de
onda da excitagdo e da concentragdo dos croméforos. Na Figura 25 tem-
se uma curva tipica para a intensidade de fluorescéncia como fungéo da
concentra¢do do fluoroforo.

Suo

T T T T =i

0 2 4 6 8 10
Concentragao (u.a.)

Figura 25. Intensidade de emissdo de fluorescéncia para amostras que
ndo apresentam superposi¢@o entre os espectros de emissdo e absorgdo.
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Pode, entretanto, ocorrer que a amostra em questdio absorva o
comprimento de onda da luz emitida, levando a uma diminui¢io da
fluorescéncia. Nesse caso, a fluorescéncia como fungdo da concentragio
apresenta outro comportamento. A fluorescéncia efetiva (/rz) serd a
fluorescéncia emitida menos o que foi absorvido pela amostra. Numa
primeira aproximagdo, considerando-se que a amostra absorva em um
unico comprimento de onda do espectro de emissdo, pode-se dizer que:

s -¢cd
[FE = [ﬂua = ]ﬂuo (1 =€ ) b o I s IR |
onde & € a absortividade no comprimento de onda de emissio.
-&cd -&rcd -&cd
tpn=bep =gl Jo " -~ [10]

Na Figura 26 tem-se uma curva tipica que descreve a Eq. 10. Em altas
concentragdes, observa-se até mesmo a total extingdo do sinal de
‘luorescéncia.

T T T T L

6 2 4 8 -8 10
Concentragdo (u.a)

Figura 26. Intensidade de emissdo de fluorescéncia como fungdo da
concentragdo para o caso de amostras que apresentem absor¢io na regido
dz emissdo de luz.

Comportamento similar ocorre quando a amostra possui cromoforos que
competem pela absor¢do da luz de excitagio.

[nstrumentacdo para analise da fluorescéncia

O instrumental basico necessario para andlises de fluorescéncia pode ser
descrito na Figura 27. Basicamente consiste em:
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i) Fonte de radiagdo ultravioleta-visivel para excitagdo;

il) Um elemento para selecionar o comprimento de onda da
excitagdo. Quando a excitagdo ¢ feita por meio de uma fonte cuja
emissdo ¢ uma banda larga, como ¢ o caso de uma lampada de deutério
ou xenonio, este elemento € um monocromador convencional. Em
situagdes quando a excitagdo ¢ realizada por um laser, este elemento

pode ser dispensado, ou em certos casos ser substituido por um prisma.

iii)Sistema Optico para direcionar a radiagdo de excitagdo sobre a
amostra e coletar a radiagdo emitida. Esta geometria vai depender muito
do tipo de amostra que sera estudada. Espectrdmetros comerciais
destinados a andlises de amostras em solugdo geralmente adotam uma
geometria onde a Optica da excitagdo e a da emissdo ficam dispostas a
90° uma da outra, em fungdo da transparéncia da amostra. Entretanto.
para amostras opacas esta configuragdo nem sempre pode ser utilizada.
pois se coleta a fluorescéncia espalhada na superficie da amostras.
Espectrofluorimetros dotados de fibra optica fazem a excitagdio e a coleta
da emissdo de fluorescéncia no mesmo cabo dptico e sdo muito eficientes
para medida de fluorescéncia de amostras opacas.

iv)Suporte para amostra

v) Um filtro para eliminar a radiagdo da excitagdo. A presenca
deste elemento serve para evitar que a luz da excitagdo entre no
monocromador que fard a leitura da emissdo da amostra e gere
harmonicos sobrepostos ao espectro de emissdo da amostra.

vi) Um monocromador para decompor a radiagdo emitida. Este
elemento € controlado eletronicamente e permite a varredura do espectro.

vii) Um detector que responda na regido de emissdo da amostra.
Ele ¢ em geral uma fotomultiplicadora ou um fotodiodo.

viil) Um sistema de aquisigdo para registrar o espectro. Neste bloco
estdo embutidas todas as partes eletrdnicas para tratar e amplificar o sinal
medido pela fotomultiplicadora para que o espectro seja adquirido, e o
controle dos monocromadores de excitagdo e emissao.
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(iv)

(i) (ii) (iii)

Figura 27. Elementos bésicos para realizagdo de espectroscopia de
Tuorescéncia. (i) Fonte de radiagdo ultravioleta-visivel para excitacio,
'+ monocromador de excitagdo, (iii) Sistema Optico para direcionar a
mzdiagdo de excitagdo sobre a amostra e coletar a radiagdo emitida, (iv)
soria amostra; (v) Um filtro para eliminar a radiagdo da excitagdo; (vi)
monocromador de emissdo; (vii) Um detector que responda na regido de
emissdo da amostra; (viii) Um sistema de aquisi¢do para registrar o
ESpeClro.

% espectros de fluorescéncia podem ser medidos de trés formas
d&ferentes:

1. Espectro de emissdo — onde o monocromador de excitagdo ¢
mazntido com uma selegdo de comprimento de onda e o monocromador
Jz emissdo varre uma banda espectral medindo todos os comprimentos
Ze onda que a amostra emite. Este é o modo mais usual de apresentagio

Ze resultados de espectroscopia de fluorescéncia.

2. Espectro de excitagdo — onde o monocromador de emissdo é
mzntudo em um comprimento de onda fixo no qual a amostra esta
emutindo e o monocromador de excitagdo varre uma banda espectral
especifica. Este tipo de espectro, além de poder trazer informagdes
estruturals do material que esta sendo analisado, € utilizado para localizar
+ melhor excitagdo da fluorescéncia em observagio.

3. Espectro de varredura sincronizada — ambos o0s
=onocromadores varrem o espectro juntos com uma diferenga fixa de
comprimento de onda. Este tipo de espectro é geralmente utilizado para o
esudo de materiais complexos com viérios fludforos ou em misturas de
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varias substdncias fluorescentes. Com tal tipo de varredura, o que se
obtém efetivamente ¢ a multiplicagdo entres os espectros de emissdo e
excitacdo, produzindo um espectro com maximos € picos mais bem
definidos e caracteristicos de cada fluoréforo que compde o material que
esta sendo analisado. Através desse tipo de espectro, podem-se
acompanhar variagdes estruturais de materiais complexos durante
processos reativos ou mudangas na composi¢do de uma mistura onde
estejam ocorrendo reagdes quimicas através da identifica¢do de picos
caracteristicos de cada substidncia envolvida cuja intensidade ¢
proporcional a concentragdo.

Espectroscopia de fluorescéncia induzida por laser

Todos os conceitos expostos na sessdo anterior a respeito dos principios

bésicos sdo validos para a espectroscopia de Fluorescéncia Induzida por
Laser (FIL). A diferenga consiste apenas no fato da excitagdo do material
fluorescente ser feita através de um laser. ;

As vantagens de se utilizar o laser vdo desde a intensidade de luz mais
alta num comprimento de onda de excitagdo especifico produzindo boa
relagio sinal-ruido quando comparada a fluorescéncia induzida por
lampada, seletividade maior na excitagdo tendo, portanto, menos fatores
de interferéncia no sinal da fluorescéncia, até a possibilidade de se
trabalhar com excitagdes polarizadas e coerentes com alta poténcia.

As aplicagdes analiticas sdo inGmeras ¢ incluem a monitoragdo de
concentragdes gases na atmosfera, nas flamas, e nos plasmas; anélise de
materiais bioldgicos e detecgdo de doengas como céncer.

Na Figura 28 tem-se um esquema basico da montagem experimental para
realizar anélises de FIL.

O prisma na saida do laser serve para separar a emissdo laser da
fluorescéncia de fundo do gas e permitir uma excitagdo “limpa” da
amostra. A lente coleta o sinal de fluorescéncia e focaliza sobre a fenda
do monocromador. O filtro elimina a excitagdo espalhada pela superficie
da amostra. O chopper serve para modular a luz numa freqiiéncia
definida que serve de referéncia para o amplificador lock-in. Um sistema
de aquisi¢@o controla o passo do monocromador e a leitura do sinal do
lock-in gerando o espectro de emissdio da amostra.
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Figura 28. Montagem experimental para realizagdo de andlises de
fluorescéncia induzida por laser (FIL).

Fluorescéncia das substincias humicas

O fenébmeno de fluorescéncia € altamente provavel em sistemas
moleculares contendo dtomos com pares solitdrios de elétrons tais como
(=0, aromaticos, fenélicos, quinonas e/ou sistemas alifaticos conjugados
msaturados mais rigidos. Esses grupos funcionais estdo presentes nas SH.

4 extensio de sistemas eletronicos m, o nivel de substituigdo
heteroatdmica, e o tipo € niimero de grupos substituintes sobre os anéis
zromaticos afetam fortemente a intensidade e o comprimento de onda da
fluorescéncia molecular.

O comportamento da fluorescéncia total de uma molécula resulta,
ortanto, de um efeito acumulativo primariamente dependente de vérios
componentes estruturais da molécula, e o espectro observado em
qualquer um dos trés modos de fluorescéncia consiste da soma de
espectros  individuais de diferentes focos emissores presentes na
molécula.

A bem conhecida heterogeneidade das SH fornece, portanto, a razio
“undamental porque as propriedades de fluorescéncia sdio consideradas
como critério de diagnostico vélido para distinguir esses materiais
haseados na sua natureza, génesis, e origem. Por outro lado, a
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complexidade estrutural e quimica das moléculas humicas representa um
obsticulo, provavelmente insuperdvel, para a identificagdo de
componentes estruturais individuais responsaveis pela fluorescéncia de
SH.

Embora o problema da identificagdo de componentes moleculares
responsaveis pela fluorescéncia de acido himico e fulvico seja uma
tarefa complexa, algumas hipéteses podem ser sugeridas sobre a possivel
natureza quimica da estrutura fluorescente em varios materiais humicos
ja examinados.

O aumento da extensdo do sistema eletronico m e a presen¢a de varios
oxigénios e nitrogénios contendo grupos funcionais t€m o efeito de
diminuir a diferenca de energia entre o estado fundamental e o primeiro
estado excitado, assim a fluorescéncia é deslocada para comprimentos de
ondas maiores. '

A fluorescéncia das SH ja é uma técnica bastante utilizada em amostras
ambientais (CARVALHO et al., 2004; ROSA et al., 2005). Na literatura,
recentemente foram publicadas técnicas para determinar o grau de
humificacdo de SH em solugdo baseadas em fotoluminescéncia.

Zsolnay et al. (1999) propuseram a razio entre as dreas (quarto mais para
o vermelho /quarto mais para o azul) de um espectro de emissdo com
excitagio no ultravioleta (240 nm) para avaliar humificago de MO
dissolvida.

Kalbitz et al. (1999) utilizaram a razdo entre picos observados no
espectro de varredura sincronizada (intensidade do pico mais para o
vermelho/ intensidade do pico mais para o azul) para definir o grau de
humificagdo de acidos fulvicos.

Milori et al. (2002) demonstraram boa correlagdo entre a intensidade de
emissio de fluorescéncia com excitagdo no azul (465 nm) e a
concentragdo de radicais livres do tipo semiquinona, determinada por
RPE, para amostras de dcido humico extraido de solos.

Na Figura 29 tem-se um resultado tipico de analises realizadas com solos
do cerrado brasileiro. Essa alta correlagdo deve-se ao fato de a excitagdo
neste comprimento de onda ser ressonante com estruturas originadas da
oxidagdo de grupos fenolicos e quinonas. E, portanto, a intensidade de
fluorescéncia para excitagio no azul € proporcional ao grau de
humifica¢do da MO.
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rizura 29. Correlagdo entre indice de humificag@o proposto por Milori et

:12002) e o numero de radicais livres do tipo semiquinona de solos da
rzg1do do cerrado brasileiro.

tm geral, as técnicas espectroscOpicas exigem a extragdo e
Tzcionamento quimico das SH do solo, resultando na geragdo de
residuos quimicos e tornando a andlise de solos um processo lento e
=zbalhoso. Além disso, os produtos desse tratamento (4cido humico,
x1do falvico e humina) podem sofrer modificagdes em relagdo a sua
forma in situ (FELLER e BEARE, 1997).

Mo sentido de viabilizar a andlise da MOS num estado o mais proximo
mossivel do natural, tem-se utilizado a Espectroscopia de Fluorescéncia
I=duzida por Laser (FIL). Esta metodologia aplicada a solos é recente
¢MILORI et al, 2006) e tem mostrado resultados bastante interessantes
mz 2valiagdo do grau de humificagdo da MOS em solos sob diferentes
mznzjos e profundidades.

*_orescéncia induzida por laser de solos intactos

A fluorescéncia do solo tem origem na MO, pois possui grupos

famcionails ricos em ligagdes insaturadas contidas em sistemas rigidos.

Esses grupos estdo presentes principalmente na MO mais humificada,
s como OH fenodlicos livres e ligados, estruturas de quinona, grupos
~wmrmovilicos ligados e anéis aromaticos. Estes sdo os principais
= Jwecotoros deste material. A extensdo do sistema eletronico =, o nivel de
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substituicdo heteroatémica, e o tipo e numero de grupos substituintes
sobre os anéis aromaticos afetam fortemente a intensidade e o
comprimento de onda da fluorescéncia molecular.

Na Figura 30 sdo mostrados os espectros de uma amostra de solo inteiro
do mesmo solo calcinado. Como se pode ver, a emissdo de fluorescéncia
do solo ¢ devida, basicamente, a matéria orginica. Ao se iluminar a
amostra de solo com luz azul excitam-se preferencialmente as estruturas
cuja concentragdo aumenta no processo de humifica¢do, e a area sob a
curva normalizada pelo teor de carbono fornece um indice do grau de
humificacdo da MOS.

—— Solo natural
— Solo calcinado (600°C)

Intensidade (u.a.)

400 450 500 550 600 650 700
A (nm)

Figura 30. Espectros tipicos de emissdo de fluorescéncia de solos
inteiros. Em azul, o solo sem tratamento. Em vermelho, o solo calcinado.

Na técnica de fluorescéncia induzida por laser (FIL) um laser na regido
entre ultravioleta préximo ou no azul ¢ utilizado para excitar a amostra
de solo. As amostras de solo devem ser moidas, peneiradas e prensadas
em forma de pastilhas de solo, para simplificar o manuseio no
laboratdrio. Para o sistema construido cada pastilha tinha em torno de 1
cm de didmetro, 2 mm de espessura e 0,5 g de peso.

Na Figura 3la, ¢ apresentada uma foto da montagem experimental
construida no Laboratoério de Optica e Lasers da Embrapa Instrumentagio
Agropecuaria. Na Figura 31b, tem-se um detalhe das pastilhas de solos
utilizadas nesta técnica.

Figufa 31. (a) Montagem experimental para realiza¢do de andlises de
FIL. (b) Detalhe das pastilhas de solos.

Na Figura 32, sdo apresentados os resultados da correlagiio entre o grau
de humificagdo da matéria organica de solos inteiros medido utilizando a
FIL e o grau de humifica¢do dos acidos hiimicos extraidos dos mesmos
solos utilizando-se um método de fluorescéncia em solugdo em
espectrometros comerciais (MILORI et al., 2006). A correlagdo entre as
técnicas em geral € alta e significativa, dando respaldo a aplicagdo da FIL
para andlises da MOS. Outros resultados recentes estdo sendo publicados
na literatura com a aplicagdo desta técnica (GONZALEZ-PEREZ et al.,
2006a; GONZALEZ-PEREZ et al., 2007).
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Figura 32. Correlagdo entre o grau de humificagdo da matéria orgénica de
um solo inteiro medido utilizando-se a FIL e o grau de humificagdo do
icido humico medido utilizando-se o método de fluorescéncia em
solugdo em espectrometros comerciais (MILORI et al., 2006).
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Conclusdes e necessidades de pesquisa

Pelo exposto, constata-se que o solo ndo apenas representa um
importante compartimento de carbono, como oferece beneficios a
seguranga alimentar pela melhoria da produtividade de sistemas
agrosilvopastoris tropicais. Em um contexto ambiental, atua como
mitigador das mudangas climéticas pela possibilidade de estocar carbono
em profundidade. Esse duplo beneficio reside nos processos fisicos,
quimicos e biologicos intrinsecos ao solo (ex. recalcitrincia quimica,
associagdo organomineral e atividade biologica do solo), que,
combinados com manejos adequados (ex. praticas conservacionistas por
meio do sistema de plantio orgdnico ou direto) podem otimizar o
beneficio. Até o momento, por meio de técnicas espectroscopicas e de
fracionamento fisico e quimico do solo, tem-se conhecimento cientifico a

respeito da magnitude dos processos e das mudangas pelo uso e manejo |

dos solos.

Dependendo do tipo de solo, mineralogia, associagio organomineral e da
qualidade do material orgénico adicionado, pode-se estimar o potencial
do solo e de seus diferentes compartimentos (fragdes orgénicas livres,
fragdes intra-agregados e fragdes organominerais mais humificadas), na
emissdo de CO; para a atmosfera. Todavia, visando demonstrar para a
sociedade de grandes centros urbanos, o mais rapidamente possivel, o
quio relevante é o solo na sua dupla fungio (seguranga alimentar e
mitigagdo da mudan¢a climatica), torna-se imperativo atender 4as
seguintes demandas:

1. Desenvolver equipamentos portateis para medi¢des de carbono e
de densidade do solo no campo e em tempo real. As medi¢des mais ageis
e a baixo custo possibilitariam quantificar o teor total de carbono de um
solo e de seus diferentes compartimentos com suas respectivas taxas de
emissdo de CO; para a atmosfera;

2. De posse de equipamentos portiteis, haveria a possibilidade de
se quantificar os estoques de carbono em dareas mais abrangentes e
verificar as reais variagdes na paisagem. Isso diminuiria
significativamente os riscos oriundos de extrapolagdes de valores obtidos
pontualmente (ex. parcelas experimentais) para escalas maiores num
mesmo tipo de solo;

3. Desenvolver procedimentos mais eficientes e de baixo custo para
identificar qual a melhor combinagdo funcional de organismos do solo
que contribuem para o crescimento de plantas e, conseqiientemente,
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maior produgdo (ex. microrganismos simbidticos) ¢ para o estoque de
carbono no solo (ex. atividade de organismos para a maior agregagio e
estabilidade de agregados do solo);

4. Desenvolver modelos de simulagdo da transformagédo do carbono
orgnico dos solos baseados mais em compartimentos mensuraveis do
que em pressuposi¢des de taxas de transformagdo.
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