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Resumo - pentre as varias técnicas espectroscopicas utilizadas na
Ciéncia do Solo, e particularmente em estudos sobre a matéria organica do
solo, a ressonancia magnética nuclear (RMN) ocupa uma posicéo de
destaque. Esta técnica pode ser empregada para varios isétopos encontrados
na natureza, contanto que estes possuam nucleos observaveis. Exemplos
s&o os isotopos “N, N, ZAl, *Si, *'P, '"H e °C. Em trabalhos com matéria
organica, os nucleos mais utilizados, além do °C, sdo *N, *'P e 'H. Atécnica da
RMN de "C propicia a determinagdo dos grupos organicos (ou tipos de
carbono) presentes em um dado material organico. Podem ser analisadas
amostras de material vegetal (p. ex. residuos de culturas, serapilheira), de
solo intacto e de fragdes extraidas fisicamente (por densimetria ou tamanho
de particula) ou quimicamente (extracdo das substancias humicas). Cada
grupo ocupa uma determinada posi¢ao no espectro, em relagédo a um material
de referéncia, e sua proporgéo relativa pode ser obtida mediante a integracéo
de sua area dentro do espectro. Existem algumas limitacdes para o emprego
da RMN de "C, dentre elas a baixa abundancia natural deste isétopo e os
baixos teores de carbono da maioria dos solos de origem mineral. Como
alternativas, tém sido propostas ferramentas que visam principalmente
melhorar a resolu¢cdo dos espectros, sendo as principais a polarizagédo
cruzada e a utilizagdo do angulo magico do spin (CPMAS). No entanto,
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existem controvérsias sobre o potencial quantitativo da RMN de “C com
CPMAS, sendo o termo “semi-quantificagdo” mais adequado para designar as
proporgdes relativas de cada grupo organico obtido. De modo geral, para
atender aos objetivos da maioria dos estudos de matéria organica, a
comparacdo entre estas proporgbes em diferentes amostras tem sido
suficiente para permitir avancos significativos sobre o entendimento dos
processos de formacéo (incluindo a origem), decomposicéo e humificagdo da
matéria organica, bem como sobre os efeitos dos sistemas agricolas em sua
composi¢ao quimica. Tais resultados sado de grande importancia para a
identificacdo de sistemas de cultivo e praticas de manejo que, ao serem
adotadas, propiciem o aumento dos teores e a melhoria da qualidade da
matéria organica, com consequientes vantagens para o uso sustentavel do
recurso solo.
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®C Nuclear Magnetic Ressonance
on Structural Characterization
of Soil Organic Matter

Abstract - several spectroscopic techniques have been used in Soil
Science, particularly in soil organic matter (SOM) studies. Among them, the
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) has been considered one of the most
powerful tools to structurally characterize SOM. It can be applied to allisotopes
found in nature which presents nucleus that behave as magnetic dipoles, such
as "N, *N, “Al, *Si, *'P, '"H and "°C. In SOM research, the most studied isotope
is the "°C, followed by *N, *'P and 'H. Carbon-13 NMR application allows to
determine the organic groups (or carbon types) that constitute the organic
material. Its possible to run samples of vegetal material (e.g. crops residues,
litter), whole soil, as well as soil fractions physically (by densimetry or
granulometry) or chemically (humic substances extraction) extracted. Each
carbon type occupies a given position in the spectrum, in relation to a reference
material, and its relative proportion can be obtained integrating its area within
the spectrum. There are still some limitations to the application of “C NMR in
SOM studies, for instance the low natural abundance of this isotope in nature
and the low of organic carbon of most mineral soils. Some procedures have
been proposed as alternatives to enhance the spectra resolution, such as the
cross-polarization (CP) and the magic angle spinning (MAS). However, the
quantification of carbon types by the use of CPMAS "°C NMR is controversial.
Actually, the term “semi-quantification” is more adequate. Notwithstanding, in
order to reach the objectives of most SOM studies, the comparison of the
carbon types relative proportions between different samples has been
sufficient to allow significant advancements in the knowledge on SOM
formation, decomposition, and humification processes, as well as on the
effects of land-use changes or crop systems on SOM quality. Such results may
subsidize the identification of crop systems and management practices that, if
adopted, will promote increases in SOM content and improvements in SOM
quality, with advantageous consequences to the soil sustainable use.
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Introducao

O material vegetal e a biomassa microbiana séo as fontes primarias para a
formacao da matéria organica do solo (MOS). A quantidade e a composigéo
quimica dos residuos vegetais controlam a formagédo da MOS e os processos
de humificagdo nos ecossistemas terrestres (Swift et al., 1979; Scholes et al.,
1997).

A matéria organica do solo compde-se de residuos de plantas (fontes
primarias), animais e microrganismos (fontes secundarias), de matéria
organica dissolvida, de exsudados de raizes e dos compostos humicos. Esses
“pools” sado identificados pelas transformagdes que caracterizam a dindmica
da matéria organica e, conseqlientemente, ndo sao estaveis (Zech et al.,
1997). O processo de decomposigdo consiste basicamente em duas fases: a
primeira, desenvolvida nos primeiros meses, quando ocorre a perda dos
compostos soluveis, e a segunda, que se inicia pela quebra dos compostos
estruturais, pode perdurar por anos, dependendo da natureza do material. As
transformagdes ocorrem geralmente na seguinte ordem: biodegradacao
rapida da maioria dos compostos hidrossoluveis e polissacarideos, redugéo
lenta de hidrossoluveis fenolicos e hemiceluloses e aumento relativo do
conteudo de ligninas e proteinas. Em geral, os diferentes componentes
desses materiais s&o degradados por grupos especializados de
microrganismos (Correia & Andrade, 1999).

O declinio nos teores da MOS, ao longo do tempo, pode estar associado a
impactos negativos do manejo adotado, seja pelo excesso de revolvimento do
solo, pela perda de nutrientes, seja por eros&o acelerada, entre outros fatores
(Silva et al., 1994; Mielniczuk, 1999; Bayer et al., 2001). Ndo obstante ser o
teor de MOS um importante atributo na avaliagdo da sustentabilidade dos
sistemas agricolas, sabe-se hoje que sua qualidade é um fator determinante
de seus efeitos no solo, seja como fonte de nutrientes, como condicionador
fisico ou como substrato para a microbiota. Portanto, a composigdo quimica
da MOS, a qual afetara diretamente sua decomponibilidade, deve ser
considerada em estudos sobre seu comportamento no solo.

Varias técnicas tém sido empregadas para caracterizar a MOS, dentre as
quais podem-se destacar os métodos espectroscopicos, como a
espectroscopia naregido do ultravioleta visivel, a espectroscopia na regido do
infravermelho, a ressonancia paramagnética eletrbnica (EPR) e a
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ressonancia magnética nuclear (RMN). Esta ultima tem-se destacado como
uma ferramenta importante na caracterizagao estrutural de material vegetal,
como serapilheira e residuos vegetais provenientes de adubos verde/plantas
de cobertura, bem como da matéria organica, que pode ser estudada a partir
de sua extrac¢ao do solo ou no solo intacto.

Neste capitulo serdo abordados os principios da técnica de RMN, com
destaque para o isétopo “C, seu histdrico na Ciéncia do Solo e sua
aplicabilidade para a caracterizagao de diferentes materiais. Apesar de os
principios serem os mesmos para amostras sélidas e liquidas, maior enfoque
sera dado para as primeiras, visto serem estas as mais utilizadas em estudos
de MOS.

Breve histérico e Principios da Técnica

Aressonancia magnética nuclear foi criada por fisicos na década de 50 e logo
passou a ser utilizada em outros campos da ciéncia (Veeman, 1997). Desde o
inicio da década de 60 tem sido largamente utilizada na quimica orgénica e na
bioquimica (Preston, 1996). No que diz respeito a estudos especificos sobre
MQOS, os primeiros trabalhos com RMN do isétopo "°C tinham como objetivo
caracterizar estruturalmente os acidos humicos. Trabalhos pioneiros nessa
area sao os artigos publicados por Barton & Schnitzer (1963), Neyrod &
Schnitzer (1972) e Gonzalez-Vila et al. (1976). Na Ciéncia do Solo, a RMN
pode ser utilizada tanto para estudos da matriz inorganica do solo, onde os
principais isétopos estudados sdo "“N (junto com o *N), “Al, *Si e *'P, quanto
para o material organico, além da elucidagao de processos de metabolismo de
plantas. No segundo caso, de interesse nesta revisdo, além do “C, os
principais is6topos de interesse s&o 'H, °’P e N (Randall et al., 1997; Bligny &
Douce, 2001).

Apesar de ser utilizada ha mais de quatro décadas, somente nos ultimos 15 a
20 anos é que o desenvolvimento da RMN de "°C tem permitido a expans&o de
seu uso em estudos de MOS. Sua subutilizagédo tem sido atribuida a falta de
equipamento e de especialistas em RMN envolvidos com tais estudos, a
escassez de oportunidades de treinamento para um numero maior de
pesquisadores e a pouca interacdo entre a Ciéncia do Solo e a Quimica
(Preston, 1996). No Brasil, Ceretta et al. (1999) consideram as limitagdes de
equipamentos e de recursos humanos bastante acentuadas, o que explica
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que apenas recentemente os primeiros estudos de MOS utilizando *°C RMN
tenham sido publicados (por ex.: Ceretta, 1995; Martin-Neto et al., 1995).

Varios autores tém se esforcado em tornar mais acessiveis os principios e as
possibilidades de aplicacdo da RMN, que s&o os mesmos para “C, N, *'P ou
qualquer outro isétopo que possua nucleos observaveis por ressonancia
magnética. Excelentes materiais para consulta séo os trabalhos de Wilson
(1987), Slichter (1990) e Veeman (1997), bem como as revisdes de Preston
(1996), Kdgel-Knabner (1997) e Kégel-Knabner (2000). Aqui, os principios da
técnica serdo descritos de maneira sucinta, com énfase em algumas
limitagbes e nas ferramentas para contorna-las.

A base da RMN é o conceito de que muitos atdmicos se comportam como
dipolos magnéticos. De forma simples, um dipolo magnético pode ser
visualizado como uma minuscula barra magnética com um pélo “norte” e outro
“sul”. A forga dessa barra, ou seja, a magnitude do dipolo magnético, &
proporcional a uma propriedade fundamental dos nulcleos atébmicos, o
momento angular spin, ou simplesmente spin, que corresponde a rotacdo do
nucleo ao redor de um determinado eixo, produzindo um campo magnético, o
qual pode entao ser concebido, como gerado pelo préprio dipolo (Veeman,
1997). O spin do préton, do néutron e do elétron € igual a /2, mas como um
nucleo pode ter mais de um préton ou néutron, o spin total (I) do nucleo pode
ser igual a 0, %, 1, 3/2, 2 e assim por diante, dependendo do numero de
prétons e néutrons. Os nucleos que contém numero impar de protons e/ou
néutrons e numero impar de nimero de massa tém | semi-inteiro, igual a %2 no
caso do 'H e do "C, e sdo observaveis por RMN. Ja os nucleos com nimero
par de protons e néutrons tém | igual a zero, ndo sendo observaveis, pois ndo
apresentam rotagéo em torno do eixo, como é o caso do C* (Slichter, 1990).

Consideremos uma amostra de solo (s6lida ou em solugdo) num
espectrometro de RMN a ser caracterizada quanto a sua composi¢ao
estrutural de carbono. Como explicado anteriormente, é o °C que nos permite
a aplicagdo da técnica para estudos de MOS. Um transmissor emite a
frequéncia de radio (isto significa que é necessaria a aplicagdo de um campo
magnético externo), responsavel por entrar em ressonancia com os spins.
Estes sofrem, entdo, um movimento de precessédo ao redor do eixo. Os
nacleos com | maior que zero geram 21+1 niveis de energia. No caso do °C, os
niveis séo -2 e +, e correspondem as duas orientagdes que o nucleo pode
assumir no campo magnético. A uma dada freqiéncia, ocorre uma transi¢édo
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entre estes dois niveis de energia, resultando numa linha de ressonéncia no
espectro de frequiéncia (Wilson, 1987; Slichter, 1990; Veeman, 1997).

Na prética, os spins nunca estdo complemente isolados do espago a sua volta,
interagindo com a “nuvem” de elétrons ao redor do nucleo e com outros
dipolos magnéticos. A presencga dessa nuvem de elétrons se manifesta como
um deslocamento na linha de ressonancia, o qual é caracteristico para a
densidade dos elétrons e sua distribuicdo ao redor do nucleo e € denominado
“deslocamento quimico” (Veeman, 1997). Este é o principal parametro
espectral utilizado na RMN, nos estudos de MOS. Utiliza-se sempre uma
substancia padrdo, como por exemplo o tetrametilsilano (TMS). No caso da
MOS, o TMS representa o zero na faixa de deslocamento quimico e, a partir
dele, vdo sendo detectados os diferentes tipos de carbono presentes na
amostra: alifaticos (tipo alcano ou alquil), alifaticos hidroxilados ou aminados
(O-alquil) e alifaticos dehidroxilados, aromaticos e por fim, carbonilas (Wilson,
1990). Os tipos de carbono, ou grupos organicos, sdo entdo quantificados
como proporgdes relativas da area total. Em verdade, o termo “semi-
quantificados” € mais apropriado, conforme explica¢cdes apresentadas a
sequir.

O curto tempo de relaxagéo (menor que 1ms), aplicado durante a andlise, bem
como os teores de carbono relativamente baixos da maioria dos solos
minerais (10-50 g kg"), dificultam a quantificacdo da participacdo de cada
grupo organico do material analisado (Kinchesh et al., 1995a). Além disso, o
nacleo °C apresenta baixa abundancia isotopica (1%) na natureza (Kinchesh
et al., 1995b). Isto torna mais dificil sua polarizagéo direta (direct-polarization
em inglés, por isso a utilizagéo da sigla DP), fazendo que experimentos deste
tipo consumam muito tempo, o que os torna pouco viaveis. A técnica da
polarizagdo cruzada (cross-polarization, sigla CP) consiste em transferir a
polarizagdo do nucleo H', muito mais abundante (99,9%), ao nucleo "“C.
Desse modo, obtém-se absor¢gdes mais intensas dos carbonos ligados ao
hidrogénio (alquilas, O-alquilas, CH aromaticos) e diminui-se o tempo de
execugao das analises, que, caso contrario, levariam varias horas (Dick et al.,
2002). Portanto, devido ao fato de que a energia é transferida apenas
indiretamente para o “C, a proporgéo relativa dos grupos organicos é
considerada semi-quantitativa (Conte & Piccolo, 1997). A transferéncia de
energia do nucleo do 'H para o nucleo do “C durante o processo leva a
existéncia de diferentes tempos de contato para cada nucleo de carbono. Isto
significa que existirdo diferentes tempos de indugéo para cada nucleo de
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carbono. Afim de contornar este problema, pode-se avaliar o melhor tempo de
contato para a aquisicdo de um espectro quantitativo de RMN de “C com CP,
por meio da realizagdo de experimentos com tempo de contato variavel,
encontrados na literatura internacional como Variable Contact Times (VCT)
experiments. A obtencdo de um tempo de contato 6timo para cada amostra
pode minimizar erros na avaliagdo das areas dos picos. Excelentes trabalhos
nessalinha s&o os de Conte & Piccolo (1997)e Conte etal. (1997).

Na pratica, a polarizagao cruzada resolve o problema da baixa abundéncia do
isétopo "°C, mas ao tornar a técnica semi-quantitativa, pode criar uma nova
limitacao perante os pesquisadores mais puristas. Entretanto, para atender
aos objetivos da maioria dos estudos de MOS, a comparagéo entre as
porcentagens relativas dos grupos organicos em diferentes amostras permite
que se faca importantes inferéncias sobre, por exemplo, diferentes sistemas
de cultivo e manejo do solo e seu efeito sobre a decomponibilidade/
estabilidade da MOS.

A presenca de altas concentracdes de ions paramagnéticos nas amostras de
solo, como por exemplo o Fe”, pode causar o encurtamento do tempo de
relaxagéo do proton do nucleo, o que leva a perda de sinal do nucleo do
carbono (Wilson, 1987). Pré-tratamentos das amostras com acidos fortes,
como o HF e o HCI, podem ser utilizados para a remogéao de boa parte desses
jons, minimizando seu efeito (Skjemstad et al., 1994; Dai & Johnson, 1999).

A técnica do Angulo Méagico do spin ou Magic Angle Spinning (MAS) consiste
narotacao da amostra em torno de um determinado angulo, de modo a reduzir
interagdes anisotropicas, e consequentemente, melhorar a resolugdo dos
espectros (Kentgens, 1997). Pode ser aplicada para amostras sélidas e
apresenta como vantagem o fato de que a matéria organica néo precisa ser
extraida do solo (Hemminga & Buurman, 1997). Os espectros de RMN de °C
com CPMAS geralmente apresentam bandas laterais provocadas pela
utilizagéo do MAS, as quais reduzem a intensidade do sinal da linha principal
ou banda central. Uma alternativa para minimizar em parte este problema é a
utilizagdo da CPMAS com TOSS (Total Sidebands Supression) (Dixon et al.,
1982), mas é importante ressaltar que a TOSS resolve o problema apenas
parcialmente, pois a intensidade suprimida nas bandas laterais ainda aparece
em parte, nabanda central (Schmidt-Rohr & Spiess, 1994).

Em sintese, apesar das limitagdes que ainda existem, com o advento dessas
duas ferramentas (Polarizagdo Cruzada e Angulo Magico do spin, geralmente
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identificadas em conjunto pela sigla CPMAS), os estudos de RMN de "C
ganharam muito em qualidade, ja que tais técnicas permitem obter espectros
com boa resolucgéo para "°C em amostras sélidas (Preston, 1996).

Aplicagcées da RMN de “C com CPMAS

Atécnica de RMN de “Cno estado sélido com CPMAS pode ser aplicada para
determinar a composicdo relativa dos grupos organicos de interesse,
mediante integracao das absor¢bes desses grupos nas regides especificas
do espectro. Em geral, as absor¢bes dos grupos sao integradas utilizando-se
a rotina de integragéo do espectrémetro. Dessa forma, obter-se-a4 um valor de
proporcao relativa, ou seja, um valor em porcentagem da contribuicdo de
cada grupo organico (ou tipo de carbono) para a estrutura do material
analisado. Considera-se, a titulo de integracdo, as seguintes faixas de
deslocamento quimico: alquilas (0-46 ppm), O-alquilas (46-110 ppm),
aromaticos (110-160 ppm) e carbonilas/acilas (160220 ppm) (Wilson, 1987).
Entretanto, é possivel encontrar na literatura trabalhos com pequenas
variagdes nessas faixas (Baldock et al., 1992; Conte & Piccolo, 1997; Conte et
al., 1997; Dai & Johnson, 1999; Guggenberger & Zech, 1999; entre outros).

A Fig. 1 e a Tabela 1, adaptadas de Alcantara et al. (2004), mostram,
respectivamente, espectros de RMN de “C com CPMAS para serapilheira e
MQOS extraida do solo (extracéo alcalina) (Fig. 1) e as propor¢des relativas de
cada grupo de carbono para a estrutura da serapilheira e da MOS (Tabela 1). E
interessante observar a existéncia de duas areas distintas na regido das
O-alquilas (Fig. 1), as quais foram integradas e tratadas separadamente. Na
contribuicédo relativa deste grupo (Tabela 1), as areas dos dois picos séo
somadas. Os dois subgrupos equivalem, respectivamente, a carbonos
alifaticos hidroxilados (ou aminados) e alifaticos dehidroxilados (Wilson,
1990).
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Deslocamento quimico (ppm)

250 200 150 100 50 0
Deslocamento quimico (ppm)

Fig. 1. Espectros de RMN de "°C com CPMAS para amostras de serapilheita (a) e para
substancias huimicas extraidas de amostras de solo (b).

Legenda: CL = serapilheira do cerrado, FL = serapilheira da mata ciliar, C =
substancias humicas extraidas do solo sob cerrado, F = substancias humicas
extraidas do solo sob mata ciliar; aa d =blocos, 1 a 4 = profundidades de amostragem
de solo. Ex.: CLa (serapilheira do cerrado no bloco a); C1b (substancias humicas
extraidas de amostras da primeira profundidade do solo no bloco b).

Fonte: Alcantara et al. (2004).
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As regides correspondentes aos grupos organicos, apresentam as absorc¢des
caracteristicas em 30, 56, 72, 105, 119, 130, 150 e 175 ppm, respectivamente.
Os sinais a 72 ppm e 105 ppm juntamente com 65 e 80-90 s&o, normalmente,
identificados como polissacarideos. O sinal amplo entre 30 e 55 ppm revela a
presenca de proteinas ou peptideos. Os sinais em 56, 119, 130 e 150 ppm
representam carbono metoxilico (CH,0), carbonos aromaticos protonados,
carbonos aromaticos substituidos e compostos fendlicos em lignina,
respectivamente. Aalta intensidade relativa do sinal a 130 ppm para o carbono
aromatico substituido mostra que a estrutura da lignina é altamente alterada
e/ou que o material de outras fontes (p. ex. carvao) esta presente no solo. O
sinal a 175 ppm € derivado de grupos carboxilicos e aminos em varios
compostos (Kdgel-Knabner, 1997). Fabbri et al. (1998) assumiram que as
estruturas derivadas de lignina s&o as principais responsaveis pela maioria
das absor¢des na regido dos carbonos aromaticos das fragbes humicas de
solo.

Kbgel-Knabner (1997) divide, ainda, os compostos do tipo alquilas nas sub-
regibes de 0 a 25, incluindo grupos metilicos e de 25 a 45, os grupos
metilénicos (CH,) de anéis e cadeias alifaticas. A regi&o do carbono do tipo
O-alquila (46-110 ppm), por sua vez, pode ser dividida em trés sub-regides:
46-60, incluindo grupos metoxilicos e C, de carboidrato e agucares, alémde C,
da maioria de aminoacidos; 60-90 ppm, incluindo estrutura de carboidrato; C,
de alguns aminoacidos e C-O de alcoois; e 90-110 ppm, incluindo carbonos
anoméricos de carboidrato. Mahieu et al. (1999) incluiram os fendis entre 150
e 160 ppm na regido dos carbonos aroméaticos (110-160 ppm). A regido de
160-220 ppm compreende os grupos funcionais acilas (acidos carboxilicos
alifaticos, acidos carboxilicos aromaticos, amidas e ésteres) e carbonilas
(aldeidos e cetonas). Zhang et al. (1999) denominaram as regides dos
grupos organicos alquilas (0-50 ppm), O-alquilas (51-105 ppm), aromaticos
(106-160 ppm) e carbonilas/acilas (161-200 ppm) respectivamente de:
compostos alifaticos, carboidratos, compostos aromaticos, carbonilicos e
carboxilicos. Quideau et al. (2000) atribuiram absor¢éo a 21 ppm aos grupos
metilicos terminais e a absorgéo a 31 ppm aos grupos alquilas presentes nos
polimetilenos [(CH,),] de acidos graxos, ceras e resinas respectivamente. A
absorcédo a 135 ppm corresponde ao carbono substituido de carbonos
aromaticos, enquanto as absorgdes a 147 e 155 ppm ao carbono fendlico. Os
grupos funcionais acilicos (C=0) centraram-se a 173 ppm.
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Caracterizagao estrutural de material vegetal

A dindmica de decomposi¢gdo do material vegetal esta associada ao seu
conteudo de celulose, hemicelulose, lignina e taninos. No entanto, apenas um
numero limitado de dados esta disponivel sobre a composi¢cdo quimica
detalhada de espécies comuns de plantas, cujos residuos séo incorporados
ao solo. Esses estudos referem-se aos compostos alifaticos, principalmente
as cuticulas e outros lipideos. Mas, a composi¢cédo de ligninas complexas,
como o0s polissacarideos, ndo esta bem elucidada nos estudos de
composicao quimica de tecidos vegetais. Esse fato aplica-se também aos
componentes microbianos, especialmente lipideos e melaninas, cuja
estrutura e composi¢do, nado sdo conhecidas com detalhes. Um grande
numero de técnicas esta disponivel para analises de compostos especificos
em material vegetal e nos residuos microbianos, e podem ser aplicadas em
estudos de biodegradagéo. Técnicas espectroscopicas nao destrutivas, como
a RMN de “C no estado solido, podem identificar compostos e caracterizar
eficientemente a composicado quimica de material vegetal (Kégel-Knaber,
2002). Alteragdes nos grupos funcionais organicos durante a decomposicao e
a humificagéo dos residuos, ao serem identificadas, permitem inferir sobre a
dindmica de decomposicéo do material vegetal adicionado ao solo (Baldock et
al., 1992; Kégel-Knabner, 1997; Zech et al., 1997; Randall et al., 1997).

Composicao quimica de serapilheira, espécies vegetais e
partes de plantas

Por meio da analise de 84 espectros, Mahieu et al. (1999) confirmaram a
predominancia da regido de O-alquilas em materiais de plantas, atribuindo a
concentragdo de carboidratos, agucares simples, amidos e celulose. Este
grupo organico (O-alquilas) representou 70% a 90% do total de carbono em
diferentes amostras de caules e madeira e um minimo de 38% em serapilheira
de folhas e raizes. Alcantara et al. (2004) assinalaram os picos obtidos
préximos a 20 ppm em amostras de serapilheira de mata ciliar e material
vegetal de cerrado como grupos acetilas (CH,CO). Para todos os espectros,
comprovou-se o predominio da regido das O-alquilas (46-110 ppm), seguida
por alquilas, aromaticos e carbonilas.

Kdgel-Knabner (2002) mostra diferencas relevantes entre os espectros de
folhas e raizes de centeio e palha de trigo. Na palha de trigo, predominam os
polissacarideos (80%) e a concentracdo de carbonos aromaticos,
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principalmente, de ligninas é significativamente inferior & da serapilheira de
floresta. A proporgéo de alquilas (30 ppm), cujos sinais originam-se de lipidios,
cutinas e peptideos, € menor do que aquela verificada nas serapilheiras de
coniferas e deciduas. O sinal a 22 ppm é resultado de grupos acetil em
hemiceluloses. Resultados similares tém sido obtidos para palhada de outras
espécies vegetais e para plantas forrageiras. O espectro de centeio
comparativamente ao de palha de trigo mostra picos a 30 e 175 ppm,
originarios de alquilas, carboxilas e grupos amidos, provenientes de lipideos e
cutinas e, principalmente, de proteinas. As raizes dessas gramineas
distinguem-se pela alta concentracao de polissacarideos e baixo contetido de
lignina e suberina. Isto € confirmado pela auséncia de sinais a 30 ppm e baixa
intensidade de sinais caracteristicos de compostos aromaticos.

A variabilidade de composigao quimica de residuos de plantas é ilustrada na
Tabela 2, adaptada de Koégel-Knabner (2002), na qual destacam-se as
elevadas concentragdes de compostos aromaticos das madeiras de pinus e
de coniferas. Nas analises de RMN de °C com CPMAS foi observada uma
grande variabilidade na composi¢cdo de tecidos de plantas de florestas
tropicais. Carbonilas representaram cerca de 5% a 10% do total de carbono. O
conteudo de carbonos arométicos foi baixo e variou entre 10% e 15%. O
conteudo do carbono O-alquilas da serapilheira de folhas (cerca de 50%) foi
menor do que o de madeiras, cascas e raizes (aproximadamente 75%).
Correspondentemente, a contribuicéo de alquilas foi maior nas folhas (20% a
25%). Ligninas e taninos contribuiram para a intensidade dos aromaticos.
Alguns constituintes de serapilheira, como os polissacarideos e proteinas,
sdo facilmente decomponiveis, mas a lignina, os polifendis e algumas
biomacromoléculas alifaticas s&o relativamente resistentes a quebra
microbiana (Zech etal., 1997).

Na regido do Cerrado, Carvalho (2005) utilizou RMN de C com CPMAS para
caracterizar estruturalmente material vegetal proveniente de diferentes
plantas de cobertura/adubos verdes (guandu, mucuna-cinza, crotalaria
juncea, nabo-forrageiro e feijdo-bravo-do-ceara). Espectros foram obtidos
para o material vegetal intacto (anteriormente ao inicio do processo de
decomposicao)(T,), aos 60 (T,) e aos 90 dias (T,) apds a colocacgdo de sacolas
de serapilheira no campo (Fig. 2). Nos trés espectros, observa-se a regido de
0-45 ppm, que compreende os grupos alquilas relativos a CH, e a CH, de
acidos alifaticos e graxos. Nessa regido dos espectros, a absorcéo
predominante a 30 ppm corresponde aos CH, oriundos de acidos carboxilicos
alifaticos, lipidios e outros biopolimeros alifaticos. A regido entre 30 e 60 ppm
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Tabela 1. Composi¢éo de residuos vegetais de diferentes espécies por meio
de RMN de “C no estado sélido.

Carbonila Aromatico O-alquilas Alquilas
Material vegetal (210-160 ppm)  (160-110 ppm)  (110-45 ppm) (45-0 ppm)
(%)
Palhada de trigo 2,1 10,7 83,8 34
Palhada de cevada 1,2 11,6 83,9 3,0
Palhada de aveia 2,5 13,4 80,7 3,3
Palhada de centeio 3,3 12,6 80,0 4,0
Forragem 5,6 12,4 72,5 9,5
Madeira de pinus 0,7 19,0 78,9 14
Madeira de conifera 0,9 18,2 79,0 1,9

Fonte: Kogel-Knaber (2002).

relaciona-se a presenca de proteinas ou peptideos. Alcantara et al. (2004)
citam que proteinas podem se sobrepor aos sinais de O-alquilas, registrados
na regido de 46-110 ppm. A regido de 45-110 ppm comprovou representar a
maior parte do carbono organico nos espectros dos materiais vegetais
analisados (Fig. 2). Os maiores sinais nessa regido de O-alquilas foram
encontrados aproximadamente a 60 ppm, 70 ppm € 100 ppm, para a maioria
das espécies vegetais estudadas, e correspondem aos polissacarideos. A
absorcao a 70 ppm, presente na maioria das plantas de cobertura, nos trés
periodos, deve-se aos grupos C-O de carboidratos. A absorgao a 105 ppm,
também obtida para a maioria dos espectros das espécies vegetais nas trés
avaliagbes, é atribuida ao carbono anomérico e esta de acordo com a
caracterizac&o de outros materiais vegetais por RMN de °C CPMAS (Golchin
et al., 1995; Kégel-Knabner, 1997; Nierop et al., 2001; Alcantara et al., 2004).
Na regido obtida para carbonos aromaticos (110-160 ppm), incluem-se os
fendis entre 150 e 160 ppm. Os sinais dos espectros em estudo que ocorrem
préximos a 130 e 150 ppm representam, respectivamente, os carbonos
aromaticos e carbonos fendélicos presentes em lignina. Os sinais obtidos a 130
ppm foram pouco acentuados nos materiais vegetais analisados. A regido
entre 160 e 220 ppm compreende os grupos funcionais acilas (C=0) de acidos
carboxilicos alifaticos e aromaticos de amida e de éster apareceram em torno
de 170 ppm nos espectros obtidos por RMN de °C CPMAS (Carvalho, 2005).
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Dindmica da composi¢dao quimica de residuos vegetais
durante o processo de decomposigao

Pesquisas efetuadas em materiais, tanto de tecido vegetal quanto de solo,
com natureza diferenciada, tém mostrado que a quantidade relativa de
alquilas aumenta durante a biodegradacéo, principalmente, nas fases iniciais
da decomposicéo (Golchin et al., 1995; Gregorich et al., 1996), enquanto a de
O-alquilas diminui. Hopkins et al. (1997) mostrou decréscimo de 60% para
20% do total de carbono O-alquila e aumento de 5% para 19% de alquila no
processo de decomposicdo do centeio. Em geral, a quantidade de
componentes aromaticos permanece constante ou mantém tendéncias
variaveis. Os anéis aromaticos de lignina sdo modificados, as regides dos
compostos fendlicos e da absorgao em torno de 112 até 120 ppm decrescem
(Preston, 1996; Kbgel-Knabner, 1997; Nierop et al., 2001). Quideau et al.
(2000) mostraram decomposi¢cao preferencial dos carboidratos da
serapilheira e aumento em carbonilas (C=0) que é representativo do
processo de decomposi¢ao oxidativa. Kdgel-Knabner (2000) confirma que a
decomposicao das plantas envolve perda inicial de carboidratos (celulose e
hemicelulose), seguida pela lenta transformagéo de estruturas aromaticas
das moléculas de lignina e finalmente do carbono altamente recalcitrante
(alquilas).

Para cultivos na regi&o do Cerrado, a aplicagdo da RMN de “C para avaliar
material vegetal é ainda limitada. Em trabalho recente nessa regido, Carvalho
(2005) constatou que os residuos vegetais de guandu e de mucuna-cinza,
com menor propor¢ao de O-alquila (polissacarideos) e a maior proporgéo de
compostos aromaticos, resultaram em decomposicao significativamente mais
lenta (periodo mais longo de reciclagem) em relagédo aos de feijao-bravo-do-
ceara, nabo-forrageiro e girassol (Tabelas 3 e 4).

A relagéo entre proporgdo dos compostos do tipo alquilas e O-alquilas no
material vegetal de guandu, mucuna-cinza e crotalaria juncea nao seguiu o
comportamento de incremento nos grupos dos alquilas e redugéo dos O-
alquilas (Tabela 4) com a decomposigéo (Baldock et al., 1992; Golchin et al.,
1995; Gregorich et al., 1996; Preston, 1996; Kégel-Knabner, 1997; Nierop et
al., 2001). Provavelmente, a rapida biodegradacao da maioria dos compostos
hidrossoluveis e polissacarideos dessa regido, ja tivesse ocorrido nos 60 dias
iniciais, quando houve incremento na relagao alquilas/O-alquilas dos residuos
das referidas espécies. A partir dos 60 dias predominou o ataque dos
compostos estruturais, com a lenta redu¢do de hidrossoluveis fendlicos e
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hemiceluloses, e aumento relativo do contetdo de ligninas e proteinas que
pode perdurar por anos, dependendo da natureza do material e da presenga
dos grupos especializados de microrganismos (Waksman, 1952; Alexander,
1977; Gallardo & Merino, 1993; apud Correia & Andrade, 1999).

Uma hipétese para o “ndo-incremento no grupo dos alquilas e redugéo no
grupo dos O-alquilas” com a decomposi¢éo € que a agdo microbiana sobre a
lignina, os polifendis e algumas biomacromoléculas alifaticas relativamente
resistentes a quebra (Zech et al. 1997) poderia estar alterando a relagéo
alquilas/O-alquilas. Os microrganismos quebrariam seletivamente essas
moléculas mais resistentes e os “fragmentos”, moléculas menores e de mais
facil decomposi¢cdo aumentariam a proporgéo de O-alquilas com o tempo
(Baldock et al., 1992). O material microbiano, constituido principalmente de
carboidratos, também pode estar sendo adicionado no decorrer do tempo ao
material de algumas espécies vegetais, sobretudo aquelas de mais dificil
decomposicao, como o guandu, aumentando a concentragao de O-alquilas.
Gregorich et al. (1996) atribuiram o acumulo de alquilas e nao de O-alquilas as
estruturas microbianas ou aos seus metabdlitos. Entretanto, estes autores
analisaram a fracao leve da matéria organica do solo sob cultivo de milho e
n&o, o material vegetal como no presente estudo.

Tabela 3. Tempo necessario para decomposicao de 50% e tempo de reciclagem
de residuos vegetais, sem incorporagéo e com incorporagao no solo.

Meia-vida (h)* Tempo de reciclagem (?)**
Espécies vegetais Sem inc. Com inc. Sem inc. Com inc.
(Dias)
Crotaléria juncea 97 81 141 118
Feijao-bravo-do-ceara 86 76 123 110
Girassol 77 69 11 99
Guandu 136 107 196 154
Milheto 119 91 172 132
Mucuna-cinza 122 100 175 145
Nabo-forrageiro 78 65 112 94
V. esponténea 108 81 156 116

* (h = In2/k); " (t = 1/k): onde k é coeficiente da equag&o exponencial (TR = 100 * ¢*")
Fonte: Carvalho (2005).
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Varios estudos buscam estabelecer uma seqiiéncia cronologica para
composicao dos residuos. Gregorich et al. (2000) assinalaram a dominéncia
da regido O-alquilas num espectro de material vegetal e atribuiram-na a
presenca de celulose e outros polissacarideos, proteinas e grupos propilas e
metoxilas de ligninas. As grandes diferengas na composigdo quimica dos
residuos vegetais ocorreram devido a proporgéo de intensidade dos sinais
observados nas regides de alquilas e O-alquilas. Os residuos de alfafa
apresentaram mais alquilas e menos O-alquilas do que os de milho.

Golchin et al. (1995) determinaram o maior sinal para a fragdo densimétrica
< 1,6 Mg m” ou fragéo livre, com espectro similar aos de material vegetal, na
regidao de O-alquilas (46-110 ppm), representando 51-68% do total de
carbono. As contribuigbes de grupos alquilas e aromaticos foram bem
menores, com 14-20% e 13-23%, respectivamente.

Gregorich et al. (1996) aplicando a técnica de RMN de “C com CPMAS
indicaram que a camada superficial de solo sob milho, apresentou menor
proporgao relativa de O-alquilas e alquilas e mais de grupos aromaticos e
carboxilicos do que a superficie do solo sob floresta. Uma menor quantidade
de carboidratos e maiores concentracdes de ésteres na fragcéo leve do solo
assinalou estagios mais avangados de decomposi¢cao da matéria organica. Os
autores desta pesquisa atribuiram o acimulo de alquilas na fragédo leve do solo
sob cultivo de milho as estruturas microbianas ou aos seus metabdlitos.
Enquanto Preston (1991; 1996) sugere que os fatores climaticos podem
exercer maiores efeitos do que a composigéo original das plantas sobre a
natureza dos &cidos humicos. Elevadas quantidades de chuva e lixiviagao
excessiva removem fragmentos de lignina, e por isso, atrasam ou impedem o
desenvolvimento da sua aromaticidade.

Segundo Kdgel-Knabner (2000), a aplicagdo de RMN com “C CPMAS
mostrou um padrao para a matéria organica da superficie de floresta, com
acentuada influéncia dos sinais das plantas que compdem sua serapilheira
(polissacarideos, ligninas e biopolimeros alifaticos). Além disso, esta pesquisa
confirma que a decomposigcado das plantas envolve uma perda inicial de
carboidratos (celulose e hemicelulose), seguida pela lenta transformacgao de
estruturas aromaticas das moléculas de lignina e finalmente do carbono
altamente recalcitrante (alquilas) corroborando com Baldock et al. (1992).

Nierop et al. (2001) mostraram que a regido dos carbonos aromaticos
decresce das raizes para o solo, implicando em uma baixa entrada ou uma
rapida degradacgao de ligninas e taninos no solo.
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Considerando a influéncia da natureza do material no processo de
decomposicao, Baldock et al. (1992) sugeriram um indice obtido da razdo
entre alquilas e O-alquilas para explicar a dindmica de decomposicao. Além
desta, outras relagdes entre os grupos organicos podem ser utilizadas, como
a aromaticidade e a hidrofobicidade, sendo: aromaticidade =
aromaticos/(alquila+O-alquila + aromaticos) e hidrofobicidade = (aromaticos +
alquila)/(carbonila/acila + O-alquila). Essas trés razdes tém sido aplicadas em
estudos de RMN de °C CPMAS para complementar as informagdes obtidas
da composicao quimica de material vegetal e de matéria organica do solo (por
ex.Alcantaraetal., 2004; Carvalho, 2005).

No Brasil, em estudo realizado no Rio Grande do Sul com dez sistemas de
cultura em plantio direto, Pillon (2000) avaliou alteragdes estruturais nas
fragdes organicas com o avango da humificagéo, utilizando a RMN de “C
CPMAS, nos sistemas de cultura pousio/milho, guandu/milho e lablab/milho e
numa area de campo nativo como referéncia. Foram adquiridos espectros das
plantas inteiras (milho no primeiro sistema, guandu no segundo e lablab no
terceiro), dos residuos dessas plantas, das fragdes densimétricas leve livre e
leve oclusa e dos acidos humicos extraidos. Modificagdes nas contribuigcbes
de alquilas e O-alquilas foram bastante evidentes. Considerando a seqiiéncia
planta inteira - acidos humicos, houve uma redug&o progressiva no conteudo
de O-alquilas, acompanhada de aumento no conteudo de alquila. Dessa
forma, a razdo O-alquil/alquil diminuiu na ordem planta inteira - acidos
hamicos, demonstrando potencial como medida do grau de decomposig&o ou
humificagcdo de compostos organicos, principalmente em estagios iniciais de
decomposicéo.

Outras aplicagées de RMN ao estudo de material vegetal

Métodos de RMN in vivo (técnicas nao destrutivas) sdo freqlientemente
aplicadas para fornecer informagbes sobre a concentragdo absoluta de
metabdlitos, incluindo sacarose, glicose 6-P e fosfatos inorgénicos, assim
como suas mudangas durante transformagdes bioquimicas nos processos de
metabolismo de plantas. Essa técnica também ¢ utilizada para se determinar
pH intracelular em uma variedade de células e tecidos. A interface entre a
técnica de RMN espectroscépica e de imageamento estabelece um grande
potencial de estudo para varios processos fisioldégicos, de crescimento,
desenvolvimento, fluxo de agua e interagdes ambientais (Bligny & Douce,
2001).
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Um potencial de destaque para a técnica de RMN de “C CPMAS em
agroecossistemas € inferir sobre a dindmica de decomposic¢ao de residuos
vegetais adicionados ao solo, seja incorporados ou no sistema plantio direto,
com base na sua composi¢cdo quimica em relagcado a natureza dos grupos
organicos.

Caracterizagcao estrutural da matéria organica do
solo

A énfase inicial na utilizag&o de RMN de “C em estudos de MOS utilizando-se
fragcbes extraidas quimicamente, isto €, os acidos humicos e fulvicos, ocorreu
principalmente devido a necessidade de se isolar a MOS em fragbes que
fossem soluveis e apresentassem alta concentragdo de carbono (Preston,
1996). Entretanto, atualmente pode-se afirmar que uma das maiores
vantagens dessa técnica, ndo-destrutiva por principio, € a ndo necessidade
de extracdo da matéria organica do solo, o que significa que é possivel obter
espectros de boa resolugdo mesmo em amostras de solo intacto (ou inteiro).
Assim, a técnica tem sido empregada em estudos de MOS utilizando uma
ampla gama de materiais: solo intacto, fragdes fisicas de tamanho de particula
e densimétricas, substancias humicas extraidas do solo (sem posterior
fracionamento), bem como nas fragbes humicas (acidos humicos, acidos
fulvicos e huminas). De todo modo € importante que se leve em consideracéo
a maior complexidade de aplicacdo da técnica em solo intacto e fragbes
fisicas. Esta complexidade esta relacionada principalmente a alta
interferéncia da fracdo mineral nesse tipo de amostra. Conforme discutido
anteriormente, o pré-tratamento das amostras com HF ou HCI € uma
alternativa para se reduzir o teor de material inorganico (cinzas), permitindo
assim que se obtenha espectros de melhor resolugdo, com menos ruido. Esse
pré-tratamento, na verdade, concentra a matéria organica. Mesmo quando se
utiliza a extragdo quimica das substancias humicas (com ou sem posterior
fracionamento em acidos humicos e fulvicos), o que teoricamente representa
a concentragédo do material organico, pode haver necessidade de redugéo do
teor de cinzas. A desvantagem do tratamento com acidos é que, durante o
procedimento, pode-se perder também material orgénico, principalmente
quando o tratamento é repetido muitas vezes. Dick et al. (2005) em amostras
de Latossolo Vermelho (Santo Angelo, RS e Passo Fundo, RS), Latossolo
Bruno (Vacaria, RS) e Latossolo Amarelo (Brasilia, DF, Manaus, AM e
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Iranduba, AM) demonstraram que o tratamento com HF repetido oito vezes
aumentou as concentrag¢des de carbono e nitrogénio e, como a razdo C/N ndo
sofreu modificacdes consistentes apdés o tratamento, nenhum dos dois
elementos parece ter sido extraido seletivamente, em detrimento do outro,
mesmo porque a tendéncia de diminui¢cdo da razdo C/N com a profundidade
do solo foi mantida. Assim, os autores consideraram que os espectros de RMN
de C e "N representavam bem a MOS no solo. No entanto, amostras sem
tratamento ndo foram submetidas a espectroscopia. Alguns anos antes,
Gongalves et al. (2003), ao compararem espectros de amostras de horizontes
A e B de Latossolo Vermelho (Santo Angelo, RS e Passo Fundo, RS), de
Latossolo Bruno Bruno (Vacaria, RS) e de Latossolo Amarelo (Brasilia, DF),
ndo tratadas e tratadas com HF 10% (com 2, 4, 6 ou 8 repeti¢bes),
demonstraram que, apesar de altas perdas de carbono, mesmo com oito
repeticdes, ndo ocorreram alteragdes consistentes na distribui¢do dos grupos
de carbono, sugerindo que perdas preferenciais de grupos especificos nao
foram induzidas. Na pratica, ainda ndo ha consenso sobre a perda
proporcional do material organico entre os diferentes grupos de carbono.

Dai & Johnson (1999), por exemplo, demostraram que carbohidratos e
carboxilas sao preferencialmente extraidos durante a concentragdo da MOS
com HF. Os autores concluem que parece ser prematura a recomendagao
desse pré-tratamento como rotina objetivando melhorar a qualidade dos
espectros de RMN.

N&o obstante as maiores dificuldades de utilizagdo da técnica em amostras de
solo intacto ou fragdes fisicas e a necessidade de redugao do teor de cinzas
nessas amostras, bem como em fragdes extraidas quimicamente, a RMN de
’C com CPMAS tem sido cada vez mais utilizada nos estudos de MOS. Tais
estudos, além de contribuirem para a elucidagdo da natureza do material
vegetal e suainfluéncia nos processos de formacao e decomposi¢cdo da MOS,
tém proporcionado um melhor entendimento sobre a estrutura quimica da
matéria organica e sobre os efeitos que as mudangas no uso da terra e nos
sistemas de cultivo podem exercer sobre a qualidade da MOS.
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Investigagoes sobre a estrutura quimica dos componentes
daMOS

AMOS n&o é um componente do solo previsivel e facilmente compreensivel.
Entretanto, o desenvolvimento atual das técnicas de caracterizagao torna
possivel quantificar e qualificar os componentes dessa “caixa preta” do solo,
levando a um melhor entendimento de sua estrutura quimica. Neste contexto,
aRMN de "C tem se destacado como uma técnica de grande potencial.

Muitos trabalhos utilizando a RMN de “C com CPMAS tém sido realizados
com o objetivo de investigar a estrutura quimica dos componentes da MOS e,
assim, poder elucidar seu comportamento. Fabbri et al. (1998) empregaram
RMN de “C com CPMAS para investigar a estrutura quimica de &cidos
humicos e huminas provenientes de materiais de solo, sedimentos recentes
de lagos, lagoas e mar. Os autores procuravam relagdes estruturais entre
essas duas fragbes nos diferentes ambientes estudados, fossem eles
terrestres ou marinhos. As huminas, correspondentes a fragdo mais
recalcitrante e pouco investigada da MOS, mostraram-se estruturalmente
diferentes dos acidos humicos, apresentando-se mais ricas em compostos
alifaticos, enquanto mais pobres em carboxilas.

Veeken et al. (2000) caracterizaram os acidos humicos extraidos de lixo
organico proveniente da separacao seletiva de lixo doméstico municipal na
Holanda, a fim de elucidar o processo de compostagem desse material. Os
autores ressaltam a importancia de se conhecer ndo s6 a quantidade, mas
também a qualidade da matéria organica disponivel e soluvel nesse tipo de
insumo, para que se possam avaliar os possiveis beneficios de seu uso. A
caracterizagéo estrutural dessa fragdo do material organico por RMN de "C
com CPMAS proveu informagdes quantitativas e qualitativas sobre os grupos
organicos formadores dos acidos humicos.

A RMN de “C com CPMAS também tem sido utilizada com sucesso na
elucidacéo da formacgéo de horizontes espodicos durante a podzolizagéo, isto
€, nagénese dos Espodossolos. Bons exemplos sdo dois trabalhos realizados
na Alemanha: Beyer (1996) empregou a técnica para investigar possiveis
efeitos das propriedades do solo na composigdo da MOS e na formacgéo
desses horizontes. Schmidt et al. (2000) utilizaram a RMN de "°C com CPMAS
para caraterizar a composig¢ao quimica da MOS em amostras de solo intacto e
de fragdes granulométricas de horizontes espédicos. Na Holanda, a técnica
também foi utilizada para avaliar o efeito da vegetacao sobre a composicao de
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horizontes H de espodossolos (Nierop et al., 1999). Outra aplicagéo da técnica
€ na elucidagéo das interagdes entre MOS e argilo-minerais. Wattel-Koekkoek
et al. (2001) compararam a caracterizagao estrutural da MOS associada a
caulinita e a esmectita em amostras de solos cauliniticos e esmectiticos
provenientes de varios paises. Dick et al. (2000) aplicaram RMN de C na
caracterizacdo de acidos humicos extraidos de um Brunizem e de uma
amostra de carvao de mina, a fim de caracteriza-los estruturalmente e, assim,
elucidar quais os principais grupos funcionais envolvidos na adsor¢ao dessa
fragcdo quando em contato com um Latossolo Roxo distrofico, tratado ou ndo
com oxalato de amdnio. ARMN permitiu verificar que o acido himico extraido
do carvdo apresentava um carater aromatico mais acentuado e maior
porcentagem de carboxilas, sendo adsorvido em maior quantidade do que
aquele extraido do Brunizém.

Em solos de area urbana, Beyer et al. (1996) utilizaram RMN de “C com
CPMAS para identificar possiveis alteragdes na MOS provocadas pelo uso
urbano dos solos, por meio da comparagdo com 0S mesmos em sistema
natural. Os autores avaliaram areas como depésitos de lixo, florestas publicas
e hortas particulares dentro do perimetro urbano de Kiel (Alemanha).
Os resultados encontrados indicam importantes modificagcbes na génese
da MOS em ambiente urbano, como por exemplo alta aromaticidade da
MOS total e dos compostos humicos em area sob horticultura. No Brasil,
estudo semelhante foi conduzido por Canellas et al. (2000), que utilizando
“C RMN CPMAS, juntamente com outras técnicas espectrosopicas e
microscopia de varredura, caracterizaram fisico-quimicamente &acidos
hamicos extraidos de composto de residuos soélidos urbanos e de lodo de
estacdo de tratamento de esgoto. Os autores constataram que a natureza
quimica dos acidos humicos em tais fontes nao-pedogénicas pode ser
considerada “analoga” aos encontrados nas fontes pedogénicas.

Esses trabalhos sdo exemplos especificos de estudos que objetivavam
investigar a estrutura quimica das fracbes que compdem a MOS ou sua
interacdo com a fragdo mineral. No entanto, todos os trabalhos sobre os
efeitos de alteragdes no tipo de vegetagao ou nos sistemas de cultivo e nas
praticas de manejo do solo sobre a MOS, obrigatoriamente caracterizam-na
estruturalmente.
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Investigag6es sobre a influéncia das mudangas na
vegetacao e dos sistemas de cultivo sobre a qualidade da
MOS

No item “Dinamica da composi¢ao quimica de residuos vegetais durante
o processo de decomposicao” foi visto que em muitos estudos de MOS
com aplicagdo da RMN de “C com CPMAS utiliza-se a seqiiéncia material
vegetal - solo inteiro e/ou fragbes fisicas ou extraidas quimicamente.
Exemplos sdo os trabalhos de Golchin et al. (1995); Golchin et al. (1997);
Gregorich et al. (1996); Gregorich et al. (2000); Pillon, (2000); Nierop et al.
(2001) e Alcantara et al. (2004), os quais demonstram que a composicao
quimica da MOS é grandemente influenciada pelo material vegetal que lhe da
origem. Este fato, aliado as técnicas de fracionamento e extracédo da MOS,
permite que sejam realizados estudos sobre o efeito tanto de mudancgas no
tipo de vegetagéo (p.ex.: floresta-pastagem), quanto de diferentes sistemas
de cultivo sobre a qualidade da MOS. Tais estudos podem subsidiar a ado¢ao
de praticas mais conservacionistas, as quais possibilitem a melhoria da
qualidade do solo e seu uso sustentavel, considerando-se que a MOS é
reconhecida como componente-chave da qualidade do solo (Doran, 1997) e
da sustentabilidade dos sistemas, sejam eles naturais ou antropizados
(agrossilvopastoris).

Golchin et al. (1997) semi-quantificaram os grupos de carbono por RMN “C
com CPMAS presentes em solo intacto, fragdo < 53m, residuos remanes-
centes depois de foto-oxidagao da fragao <53m e fragdo acidos humicos. Os
autores observaram um decréscimo no conteudo de carbono aroméatico e um
aumento nos grupos alquilas quando areas com gramineas foram ocupadas
por floresta, indicando que a matéria organica produzida sob floresta &€ mais
enriquecida com alquila do que aquela sob gramineas. Tais mudangas na
composicao organica resultaram do corte da vegetacdo e de praticas de
manejo que incluem o fogo. Resultado semelhante foi encontrado por
Alcantara et al. (2004). Oito anos apds a retirada da vegetagéo de Campo
Sujo, predominado por gramineas, e do subseqiente plantio de espécies de
mata ciliar, a matéria organica extraida do solo passou a apresentar menor
proporcao de O-alquilas e maior de grupos aromaticos. Esses dois estudos
comprovam ainfluéncia do tipo de material vegetal adicionado ao solo sobre a
composicao quimica da matéria organica.

Ando deteccédo de diferengas em estudos comparativos também pode levar a
inferéncias sobre a dindmica do processo de decomposi¢cédo. Guggenberger et
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al. (1999) investigaram os efeitos do estabelecimento de uma floresta
secundaria, em uma area de pastagem abandonada, sobre a qualidade da
MOS, mediante o fracionamento fisico do solo e a extragdo da MOS por
solugdo de NaOH. O material organico extraido foi dissolvido para ser
analisado em RMN de "°C em soluc&o. Foram coletadas amostras de solo em
areas de floresta primaria, pastagem e floresta secundaria com diferentes
tempos de estabelecimento (3,5; 12,5 e 18,5 anos) na Costa Rica. O
abandono da pastagem com o posterior surgimento da floresta secundaria
resultou em aumento do teor de carbono em todas as fra¢des, de acordo com
o tempo de estabelecimento. No entanto, considerando-se os aspectos
qualitativos da MOS, a comparagéo dos espectros ndo mostrou diferencas
consistentes na caracterizagéo estrutural (RMN de C) do carbono extraido
por NaOH nas diferentes areas. Esse resultado foi corroborado por
determinagdes quimicas de lignina (oxidagdo alcalina com CuQO) e
carboidratos (hidrélise por acido trifluoracético) na fragéo leve da MOS e nas
fracbes separadas por tamanho de particula. Os autores atribuem o fato a
localizagdo da MOS na matriz do solo, ja que a composi¢do quimica das
fracdes permaneceu quase inalterada.

A RMN de “C com CPMAS foi utilizada por Gregorich et al. (1996) para
caracterizar a MOS em dois sistemas, um ndo antropizado e outro
antropizado: floresta e lavoura de milho (25 anos de cultivo). Foram
analisadas amostras de residuos das plantas (espécies florestais e milho),
solo intacto da superficie (0-5 cm) e da subsuperficie (30-50 cm) e fragdes
isoladas por densimetria (em solugdo de Nal) e tamanho de particulas. As
diferengas encontradas na qualidade da MOS entre os dois sistemas
refletiram os efeitos do desflorestamento e do cultivo continuo sobre a
estrutura da matéria organica, como a presenca de material mais recalcitrante
no subsolo sob cultivo: na subsuperficie do solo sob milho a contribuigdo
relativa de O-alquilas e alquilas é significativamente menor do que no solo sob
floresta, ao mesmo tempo em que a de aromaticos e carbonilas € maior.

E consenso que os sistemas de cultivo sdo determinantes do teor, e
consequentemente dos estoques, de carbono do solo. No entanto, varios
trabalhos se dedicam a mostrar que a qualidade da MOS também é
fortemente dependente do manejo do solo. Em estudo comparativo entre um
sistema de monocultivo de milho com um sistema de rotagdo de culturas,
baseado no uso de leguminosas, Gregorich et al. (2000) mostraram que a
matéria organica sob a rotagcdo com leguminosas apresentou maior conteudo
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de carbonos aromaticos em relagdo a monocultura de milho. Os autores
atribuem esse carbono preservado a entrada dos residuos das raizes das
leguminosas, além do C que ja existia do milho, resultando em mais C
aromatico ap6s a decomposic¢ao dos carboidratos.

Acidos humicos extraidos em amostras de solo de areas sob plantio direto e
convencional estabelecidos ha onze anos e de area sob mata nativa foram
analisados por RMN de “C com CPMAS (Martin Neto et al., 1995). A
aromaticidade dos acidos humicos seguiu a seqiiéncia plantio direto > plantio
convencional > mata, o que pode ter ocorrido devido ao acumulo de acidos
humicos mais aromaticos no primeiro sistema, provavelmente causado por
uma menor taxa de decomposigéo dos residuos e de incorporagéo do carbono
nas substancias humicas. Ainda no sistema plantio direto, Bayer et al. (2000)
avaliaram o efeito de dez sistemas de cultivo, baseados na rotagao cultura de
inverno/milho em comparagéo a sistemas pousio/milho, sobre a estrutura da
MOS. Os autores, utilizando RMN de “C com CPMAS e Espectroscopia de
Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR), encontraram uma relagéo
estreita e inversa entre a quantidade de residuos adicionada ao solo pelos
sistemas e a aromaticidade dos acidos humicos, o que indica a possibilidade
de ocorréncia da incorporagéo recente de compostos alifaticos as substancias
humicas do solo em sistemas com grande potencial de adi¢gao de residuos.

Por outro lado, Pillon (2000), comparando os sistemas de culturas
guandu/milho, lablab/milho, pousio/milho entre si e com uma area de campo
nativo, observaram que a composicdo quimica dos acidos humicos,
determinada por RMN de “C com CPMAS e EPR, foi pouco afetada pelos
sistemas de cultura, e sugere que isto poderia ter ocorrido, devido a elevada
contribuigdo de produtos do metabolismo microbiano que interagem com a
matriz mineral e a maior estabilidade coloidal dos acidos humicos. No entanto,
no que diz respeito as fragdes densimétricas, a fragdo orgénica protegida no
interior dos agregados (fracdo leve oclusa) apresentou maior conteudo de
alquilas e carbono aromatico e menor contetido de O-alquilas do que a fragao
leve livre, indicando o maior avango da decomposicdo. Nos sistemas
guandu/milho e lablab/milho, a incorporagéo de residuos menos humificados
no interior dos agregados influenciou a composigédo quimica da fragéo leve
oclusa. Aultima apresentou maior conteudo de O-alquilas e menor de alquilas,
em relagao ao sistema de referéncia (pousio/milho), o que esta de acordo com
a incorporagéao recente de matéria organica menos humificada nos sistemas
leguminosas/milho. Esses resultados demonstram que o tipo de material
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analisado desempenha um importante papel na detecc¢éo de diferencgas entre
sistemas. Peréz et al. (2004) também n&o encontraram alteragdes
significativas nos acidos humicos extraidos por NaOH de amostras de solo
coletadas na camada de 0-5 cm de um Latossolo de S&do Paulo. Foram
comparados diferentes sistemas de cultivo com cinco anos de duragéo
(convencional com milho/pousio, convencional milho em rotacdo com
soja/pousio, direto com milho em rotagdo com soja/pousio e direto com
milho/guandu) com uma area adjacente sob vegetacéo nativa. Os espectros
de RMN de "“C mostraram que a porcentagem relativa de compostos
aromaticos esteve em torno de 30% para todas as amostras, independente do
sistema de cultivo. No entanto, quando comparados com amostras de area
sob vegetacédo nativa, a porcentagem de aromaticos caiu para 24%, enquanto
a porcentagem de alquilas aumentou. Os autores constataram que o efeito do
acumulo constante de residuos vegetais mostrou ser mais importante do que
o tempo de cultivo e sugerem que o alto teor de argila (530 g kg") pode ter
protegido os complexos MOS-o6xidos de ferro contra alteragdes estruturais.

A RMN de “C com CPMAS e a EPR foram utilizadas por Dick et al. (2005),
para caracterizar a composigéo quimica da MOS em perfis de latossolos sob
vegetacdo nativa das regides Sul, Amazdnica e do Distrito Federal. Todos os
perfis apresentaram quantidades consideraveis de estruturas consideradas
facilmente decomponiveis como O-alquilas, com baixa aromaticidade. Os
autores objetivaram ainda investigar a interagdo organo-mineral nesses solos
de mineralogia predominantemente caulinitica e oxidica. Seus resultados
demonstraram que a MOS parecer ser estabilizada mediante, principalmente,
sua interagdo com os 6xidos de ferro e aluminio e a caulinita. O grau de
humificacéo (inferéncia a partir dos resultados da EPR) demonstrou que a
estabilizagcdo da MOS pelas interagdes organo-minerais tende a aumentar em
profundidade. Por outro lado, apontam a atuagéo dos exsudados de raizes e
de raizes em decomposi¢cdo como uma possivel causa para a diminuigéo do
grau de decomposicao da MOS em profundidade, o que, no entanto, n&o pdde
ser verificado no trabalho.

Assim como alguns dos trabalhos acima relacionados (Dick et al., 2005; Bayer
etal., 2000; Pillon, 2000), varios estudos em MOS tém aliado outras técnicas a
RMN de “C com CPMAS. O objetivo muitas vezes é comparativo, mas na
maioria dos casos a utilizacdo de duas ou mais técnicas em conjunto é
realizada no sentido de se obter resultados sejam complementares, e
portanto, mais abrangentes e conclusivos.
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Além de outras técnicas espectroscopicas, técnicas isotdpicas e
termogradativas podem ser utilizadas em conjunto com a RMN de “C.
Quideau et al. (2000) empregaram a medig¢éo do "C, juntamente com a RMN
de "C com CPMAS TOSS, para elucidar a influéncia da vegetagdo nos
processos de decomposicdo e formagdo da MOS. Neste caso, a analise
isotopica foi utilizada para se avaliar as taxas de reciclagem do carbono.
Golchin et al. (1995) utilizaram trés técnicas em conjunto, visando avaliar a
estrutura e a dinamica da MOS em solos sob pastagem e floresta: RMN de "°C
com CPMAS, abundéancia natural de "“C (raz&o isotdpica entre °C e “C) e
pirdlise com espectrometria de massa. Esta dltima é uma técnica
termogradativa, que vem sendo cada vez mais utilizada em estudos de MOS
com diferentes enfoques, em conjunto com o RMN de “C (Beyer, 1996; Fabbri
etal., 1998; Zhang et al., 1999; Nierop et al., 1999; Veeken et al., 2000; Nierop
et al., 2001b; Wattel-Koekkoek et al., 2001; Canellas et al., 2002; Alcantara et
al., 2004) e sera detalhada em outro capitulo.

Desafios e Perspectivas

Conforme visto aqui, existem ainda limitagdes ao emprego da RMN de RMN
de "C na pesquisa cientifica. Tais limitagdes comecam pelo alto custo de
aquisicdo e manutencdo dos equipamentos. No Brasil, sdo poucas as
universidades e os centros de pesquisa que dispdem de aparelho para
ressonancia magnética nuclear. De forma geral, € necessario que a demanda
por andlises seja alta o suficiente para que se justifique a aquisicdo do
equipamento. Na Ciéncia do Solo, especificamente, ainda existem algumas
limitagbes de carater técnico, como a falta de pessoal treinado, tanto para o
manuseio do aparelho e realizacdo das determinagdes, quanto para a
interpretacao dos resultados. Este quadro esta se transformando aos poucos,
visto 0 numero crescente de trabalhos com a aplicagdo de RMN de “C em
estudos de MOS.

A propria ferramenta em si ainda apresenta algumas limitagdes, conforme
discutido anteriormente. Entretanto, muitos tém sido os pesquisadores
dedicados ao estudo de alternativas que possam melhorar a resolugéo dos
espectros de RMN e contornar problemas como os altos teores de ions
paramagnéticos (como por exemplo o ferro, naturalmente presente nos
Latossolos Brasileiros) nas amostras. Com esse esforco, tém sido obtidos
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resultados bastante significativos, principalmente no que diz respeito ao
melhor entendimento dos processos de formacgdo, decomposicdo e
humificacdo da MOS, e aos efeitos dos sistemas agricolas sobre sua
qualidade.

Para os préximos anos, as perspectivas sdo de avancgo, ndo apenas na RMN,
bem como em todas as técnicas espectroscopicas, e de maior utilizagdo das
mesmas na caracterizagdo estrutural da MOS e da sua dinamica de
decomposicdo, como ferramenta para se avaliar a sustentabilidade de
sistemas naturais e agricolas.
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