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Resumo

Os estoques e a estabilidade da matéria organica do solo (MOS), mesmo represen-
tando cerca de 5% do total do solo, sao indicadores da qualidade e da sustentabilidade do
sistema de manejo ao qual o solo esta submetido, pois tem influéncia na disponibilidade
de nutrientes para as plantas, auxilia na retengao de processos erosivos, aumenta a estabi-
lidade de agregados e auxilia no sequestro de carbono. A medida que a MOS labil torna-se
estavel por meio do processo de humificagao, afetado pelo clima, tipo de solo e sistemas
de manejo, as estruturas moleculares ganham complexidade, resultando na formacao de
grupos fluorescentes como anéis arométicos e quinonas, que podem ser avaliados por téc-
nicas espectroscopicas. O objetivo dessa pesquisa foi utilizar técnicas espectroscopicas
para medir a humificacao da matéria organica de um Cambissolo Héaplico, proveniente
do municipio de Irati - PR, submetidos a dois sistemas de manejo: plantio convencional
e plantio direto (de seis anos e de nove anos). Foi utilizada a mata para comparagao.
Foram realizadas andlises de fluorescéncia induzida a laser (FIL) nas amostras de solo
inteiro (sem nenhum tratamento fisico ou quimico) e das suas fragoes obtidas através de
fracionamento fisico granulométrico: <2 pm (argila), 2—20 pm (silte) e 20 —53 um (areia
fina) e 53 — 1000 um (areia grossa). Também foram realizadas andlises de fluorescéncia
dos acidos huimicos, obtidos por meio de fracionamento quimico do solo, e espectroscopia
de absor¢ao de UV-Visivel (razao E4/FEg). Os resultados destas anélises mostram que nao
houve diferenca no grau de humificacao da MOS entre os sistemas de manejo.

Palavras-chave: MOS. FIL. Acido Hiimico. Fluorescéncia.



Abstract

Stocks and stability of soil organic matter (SOM), even accounting approximately 5%
of soil total, are indicators of quality and sustainability of the management system to which
the soil is submitted, it has influence on nutrient availability for plants, assists in erosion
retention, increases aggregates stability and assists in carbon sequestration. As labile
SOM becomes stable through the humification process, affected by climate, soil type and
management systems, the molecular structures gain complexity, resulting in the formation
of groups such as fluorescent aromatic rings and quinones, which can be evaluated by
spectroscopy techniques. The purpose of this research was to use spectroscopic techniques
to measure the humification of organic matter in a Cambisol, which comes from Irati -
PR, submitted to two management systems: conventional tillage and no-tillage (six years
and nine years). The forest was used as comparison. Analysis were performed using laser
induced fluorescence (LIF) in whole soil (no chemical or physical treatment), and fractions
obtained by physical fractionation by granulometry: < 2 pm (clay), 2 — 20 pm (silt) and
20 — 53 pum (fine sand) and 53 — 1000 pm (sand). The samples were also analyzed for
fluorescence of humic acids, obtained by chemical fractionation of soil and absorption
spectroscopy, UV-Visible (F,/FEg ratio). The results of these tests show no difference in
the degree of humification of SOM between management systems.

Keywords: SOM. LIF. Humic acid. Fluorescence.
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17

1 Introducao

A matéria organica (MO) é um componente fundamental do solo que afeta as caracte-
risticas fisicas, quimicas, biolégicas e mineralégicas do solo e é influenciada por elas. Por
estar intimamente relacionada ao fornecimento de nutrientes, capacidade de retencao de
cations, atividade microbiana, estabilidade de agregados, mitigacao dos processos erosivos
e contribuir para o sequestro de carbono da atmosfera entre outros, seu estudo ¢ de grande
interesse em ambitos de fertilidade e ambientais, especialmente processos erosivos, reagoes
e associagoes com pesticidas, metais pesados e pesticidas e efeito estufa (MARTIN-NETO;
ANDRIULO; TRAGHETTA, 1996; MILORI, 2002b; 2004).

Um dos fatores que tem grande influéncia na qualidade e quantidade da matéria
organica do solo (MOS) é o sistema de manejo adotado, sendo que esta influéncia depende
do tipo de solo e das condigbes climaticas regionais (BAYER, 2003). Técnicas de manejo
que minimizam a degradacao do solo, em geral, aumentam a quantidade e a qualidade da
MOS. Essas técnicas sao chamadas de conservacionistas por manterem no solo os residuos
vegetais, e entre elas destaca-se o sistema plantio direto (PD) (MARTINS, 2009). O
entendimento dos sistemas de manejo entre outros aspectos gerais da ciéncia do solo,

necessarios para a compreensao do trabalho, serao descritos no capitulo 2.

Devido a importancia da matéria organica na qualidade do solo e do ambiente e na
produtividade das culturas, a demanda por sensores que possam avaliar quantidade e
qualidade de MOS cresceu muito nos tltimos anos (MILORI, 2002b). Esta avaliacao é
feita por meio de técnicas espectroscopicas que verificam mudancas na complexidade das
moléculas que constituem a MOS. Quanto mais complexas as moléculas, mais humificada é
a MOS. As fragoes labeis e as recalcitrantes (estaveis ou humificadas) da matéria organica

do solo sao afetadas pela pratica de manejo do solo (SEGNINI, 2007).

Em regioes de clima temperado existe uma quantidade expressiva de informacoes sobre
a dinamica da MO em solos (MILORI, 2004). No Brasil, autores como Bayer et al.(2000,
2002a, 2002b, 2003), COSTA et al. (2003), Gonzélez-Perez et al. (2004), Milori et al.
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(2002a, 2002b, 2004, 2006), Saab (2007, 2008), entre outros tem se dedicado ao assunto.
No entanto nao ha um entendimento completo desta dinamica, e ha poucos estudos sobre
solos pouco desenvolvidos, como os Cambissolos, solos estes onde boa parte da agricultura

familiar estd assentada no Brasil.

A hipétese é que solos sob sistemas mais revolvidos (como o plantio convencional (PC))
apresentem maior grau de humificagdo que solos sob sistemas menos ou intensamente

modificados (como o PD).

O solo em estudo ¢é proveniente de uma regiao pouco abastada do estado do Paran4,
onde predomina a agricultura familiar com caracteristicas pouco favoraveis a agricultura.
Os Cambissolos desta regiao sao unidades pouco estudas e estao submetidos a sistemas
de plantio direto e de plantio convencional. O estudo desse solo é importante devido ao
uso intensivo e revolvimento para a producao de culturas para o mercado interno, como
feijao, milho, cebola e batata e por ser um solo com elevada degradacao da estrutura
dos horizontes superficiais. E um solo com encrostamento superficial, o que dificulta a

penetragao das raizes e a infiltragao de dgua (BENASSI, 2008).

O objetivo dessa pesquisa foi utilizar técnicas espectroscopicas para avaliar o compor-
tamento da matéria organica do solo em fungao da sua estabilidade, ou seja, obter o grau
de humificacao da MO de um Cambissolo Héplico, proveniente do municipio de Irati -
PR, submetido a dois sistemas de manejo: plantio convencional e plantio direto (de seis

e de nove anos), por meio de técnicas espectroscopicas.

Para auxiliar nessa compreensao e minimizar a interferéncia da fragao mineral, po-
demos estudar a MOS por compartimentos, fisicos ou quimicos. O fracionamento fisico
nao promove mudancas nas caracterisitcas quimicas do solo e permite o estudo da MOS
associada aos compostos minerais. Ja o fracionamento quimico separa a MOS em humina
(HU), 4cido fulvico (AF) e acido himico (AH) a partir de critérios de solubilidade utili-
zando como substancias extratoras acidos e bases fortes. Nas fracoes quimicas, o estudo

concentrou-se no AH, que corresponde somente a uma das fragbes mais humificadas da
MOS (CANELLAS et al., 2005).

O melhor método para medir o grau de humificagao é ainda motivo de debates pois
nao hé um modelo bem definido para as estruturas das substancias humicas (MILORI et
al., 2002b). Por isso foram utilizadas a andlise elementar (razao C'/N), e a espectroscopia
Fluorescéncia Induzida a Laser (FIL), do solo sem nenhum tratamento fisico ou quimico
e das suas fracgoes fisicas. Para verificar a validade dos resultados obtidos, foram reali-

zadas também medidas por espectroscopia de fluorescéncia dos AH, e espectroscopia de
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absor¢ao de UV-Visivel (razao E,/FEg). Essas técnicas possuem aspectos diferentes mas,
entre outras existentes, permitem avaliar qualitativamente - em compararagao com outras

amostras - a humificagao da MOS.

Outra técnica utilizada foi a espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (IV), que permite a caracterizagao dos compostos organicos presentes no AH. O
capitulo 3 é dedicado ao estudo dessas técnicas e o capitulo 4 a descricao do instrumental
utilizado. Por fim, o capitulo 5 é destinado a andlise dos resultados obtidos com o uso

dessas técnicas e o capitulo 6 a conclusao.
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2 O solo: aspectos gerais

Neste capitulo, serao discutidos alguns temas relacionados ao solo, imprescindiveis
para a compreensao deste trabalho. Os temas abordados sao: a composi¢ao do solo, com
énfase em seus horizontes e sua classificagao; a MOS, especialmente o grau de humificagao
desse material e a estrutura das substancias himicas (SH); a relacdo da MOS com as

fragoes fisicas e quimicas do solo e os sistemas de manejo.

2.1 Composicao do solo

Entende-se como solo a camada externa e agricultavel da superficie terrestre, com-
posta pelo material mineral e organico inconsolidado na superficie da terra e que serve
como um meio natural para o crescimento e desenvolvimento das plantas. Este material
tem suas caracteristicas determinadas por fatores genéticos e ambientais, pelo material de
origem, pelo clima (incluindo efeitos de umidade e de temperatura), pela a¢ado de macro e
microorganismos e pela topografia, todos atuando durante um periodo e produzindo um
novo solo, diferente do material do qual é derivado em muitas propriedades fisicas, qui-

micas, mineralégicas, biolégicas e morfoldgicas, desenvolvidas por meio de desintegragao,

decomposicao e recombinagao (CURI, 1993; MIELNICZUK et al., 2003).

Um solo ideal é composto por 45% de compostos minerais, 30 a 35% de solucao do
solo, fase liquida, 15 a 20% de gases e 5% de matéria organica (MEURER, 2000), como

mostra a Figura 1.

2.1.1 Horizontes do solo
Perfil do solo é a secao vertical de solo através de uma série de camadas superpostas,
chamadas de horizontes, e estendendo-se para o material de origem (CURI, 1993).

Um solo completo apresenta um perfil formado de cinco horizontes (Figura 2), O,

A, B, C e D, que diferem entre si pela cor, textura, estrutura, composicao, e variam em
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m Faseliquida (30a 35%)
M Fasegasosa (15a20%)
1 Minerais (45%)

B Matéria organica (5%)

Figura 1: Composicao de um solo ideal.

espessura. Esses horizontes refletem o histérico da evolucao do solo e dependem do tipo

de solo e dos processos pedogénicos e podem ser ainda subdivididos.

/ (0] MO ndo decomposta

MO humificada
hor. mineral com MO

hor. de perdas

hor. de transicao
hor. de transicao

hor. de iluviacdo

hor. de transicao

| rocha em decomposicao

rocha matriz

Figura 2: Horizontes em um perfil completo de solo (adaptada de REICHARDT; TIMM, 2004).

O horizonte O é a camada superficial e a de coloragao mais escura. Possui constituicao
predominantemente organica por apresentar matéria organica fresca ou em decomposicao,

e por isso é denominado horizonte organico.

No horizonte A, ou horizonte de eluviagdao, a matéria organica decomposta esta in-
timamente associada a fracdo mineral. Apresenta alta atividade bioldgica e coloracao

escura e perde elementos quimicos por lavagens sucessivas pela dgua da chuva.

O horizonte B, ou horizonte de iluviacao, é pobre em matéria organica e rico em argilas
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ou em minerais de ferro, provenientes dos horizontes superiores e que sao depositados neste
horizonte pelo processo de iluviagao. E caracterizado por uma coloracao mais clara que o

horizonte A.

O horizonte C corresponde principalmente a rocha matriz decomposta. E uma camada
mineral de material inconsolidado e de profundidade. Sofre poucos processos pedogenéti-

COS.
O horizonte D corresponde a rocha consolidada.

Além desses existem horizontes de transicdo (AB, BC, entre outros) e mistos (A/B,
B/C...) além de denominagdes especificas para horizontes com caracteristicas especiais
(CURI, 1993; MARTINS, 2009, REICHARDT; TIMM, 2004).

2.1.2 Classificacao do solo

Os solos sao dispostos em classes determinadas primeiramente pelo tipo de clima em
que se originaram. O solo analisado nesta pesquisa ¢ um Cambissolo, que tem como ca-
racteristica ser um solo com menor profundidade, de 0,5 a 1,5 metros, ainda em processo
de desenvolvimento e com material de origem na massa do solo e baixo grau de intempe-
rizacao o que faz com que apresente teores de silte altos. Estao presentes os horizontes A,
B e C, sendo que o horizonte B é dito incipiente, o que significa que o horizonte mineral
superficial sofreu alteragao em grau nao muito avancado, mas com desenvolvimento de

cor e estrutura (CURI, 1993; EMBRAPA, 1999).

2.2 Matéria organica do solo (MOS)

Embora represente uma pequena parcela na composigao do solo - cerca de 5% (MEU-
RER, 2000) -, a matéria organica é extremamente importante por ser responsavel pela
disponibilidade de nutrientes para as plantas, afetar atividade microbiana e estabilidade
de agregados, influenciar fatores de pH e capacidade de troca ionica, adsorver elementos
poluentes e pesticidas e auxiliar no sequestro de carbono, sendo o o maior reservatorio
deste elemento quimico, com importantes implicacoes para diminuir o efeito estufa, entre

outras funcoes.

A MOS é fonte de N, S e P as plantas e possui grande superficie especifica, reativa
em virtude da dissociagao de grupos COOH, OH e N H,, produzindo complexos com Fle,
Mn, Ca, Mn e outros (REICHARDT; TIMM, 2004; ZECH et al., 1997).
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Matéria organica do solo é a fragao constituida de compostos organicos de origem
animal e vegetal, que sofreram decomposi¢ao de forma que a fonte se tornou irreconhe-
civel, mas que se encontram em variados graus de transformacao, desde residuos ldbeis
até material recalcitrante quimicamente, humificado. No estagio mais avancado, os resi-
duos microbianos e produtos finais sao relativamente estaveis e sao chamados de himus,

apresentando como caracteristicas estado coloidal, cor escura e alta estabilidade no solo
(PICCOLO; CONTE, 2001; SEGNINI, 2007).

Podemos portanto dizer que a MOS é constituida por duas fragoes distintas, como
esquematizado na Figura 3. Uma delas ativa ou label e biodegradavel, que, em sua
decomposi¢ao por microorganismos disponibiliza os nutrientes necessarios para as plantas,
tendo tempo de vida curto no solo. Sao as substancias nao hiumicas que podem ser
aminodcidos, carboidratos, proteinas, dcidos organicos, entre outros (SILVA; CAMARGO;
CERETTA, 2000). A outra fragao, chamada de substancias hiimicas (SH), atua como
um reservatorio de nutrientes e ainda mantém por longo tempo o equilibrio do solo. E
composta pelas substancias mais estaveis quimicamente da MOS (4cido humico, dcido
filvico e humina) por néo ser mais uma potencial fonte de nutrientes, sendo o produto final
da acao dos microorganismos. Esta fracao apresenta os componentes mais recalcitrantes
da MOS, de maior massa molecular e é responsdvel por guarnecer cerca de 85 a 90% da

reserva total do carbono orgénico (C).

4 N
SUBSTANCIAS f )
NAO-HUMICAS HUMINA
MATERIA ORGANICA \ L J
DO SOLO e ) §
SUBSTANCIAS ) )
HOMICAS AcIDO HUMICO
. J - d
s A
ACIDOS FULVICO
. J

Figura 3: Fluxograma das fra¢oes quimicas do solo.

A MOS ¢ a interagao complexa de processos bioldgicos, quimicos e fisicos e no solo.
Esta complexidade é de importancia para a fertilidade e produtividade do solo e seu

conhecimento é pré-requisito para entender a estrutura, reatividade quimica e inerente
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fertilidade dos solos para saber que tipos de fertilizantes usar e qual o manejo adequado

para o solo (CHRISTENSEN, 1992).

A composicao da MOS crua é muito variavel, mas é possivel agrupa-la, de acordo com
a facilidade de transformagao, em dez categorias: carboidratos (agucares, amido, celulose
e hemicelulose); ligninas; taninos; glicosidios; acidos, sais e ésteres organicos; gorduras,
6leos e ceras; resinas; compostos nitrogenados, proteinas, aminodcidos, etc.; pigmentos
(clorofila, xantofila, etc.); constituintes minerais (sais, dcidos, bases, etc.) (PICOLLO,

2001; REICHARDT; TIMM, 2004)

A decomposicao da MOS é feita por microorganismos nativos do solo de acordo com

a reagao

enzimas/microorganismos
—

Corg + O3 COs 4+ Hy0 + energia (2.1)

que é o processo inverso ao da fotossintese. Este processo leva a producao de energia,
produtos simples - como o C'O,, HyO, sais minerais que contenham, sobretudo N e P - e

himus, constituido de numerosos compostos de elevado peso molecular.

A relacao entre o teor de carbono organico e a estabilidade de complexos organo-
minerais deve-se a matéria organica apresentar uma grande concentracao de grupos funci-
onais, dentre os quais destacam-se os carboxilicos, os quais apresentam uma capacidade de
estabelecer interagoes por ligagoes de coordenagao com os grupos funcionais O H presentes
na superficie dos minerais (CORNEJO e HERMOSIN, 1996).

No processo de sequestro de carbono o CO; da atmosfera é capturado pelas plantas e,
na presenca de agua, luz e minerais, durante a fotossintese, é transformado em biomassa
vegetal. Durante o processo bioldgico de decomposicao dos vegetais por microorganismos,
parte do carbono é devolvido a atmosfera na forma de C'O,, parte é incorporado ao tecido

microbiano e parte é convertida em himus (SEGNINI, 2007).

Uma maior quantidade de carbono estavel no solo significa diminui¢ao da concen-
tragao de gases causadores do efeito estufa na atmosfera e o manejo adequado (plantio
direto, controle da erosdo, diminuigdo do desmatamento), pode auxiliar na retencao de
carbono, impedindo a mineralizacao da MOS. O sequestro de carbono - transformagao do
carbono presente na atmosfera em carbono organico - ocorre por humificacao, agregacao
ou sedimentacao. Para que esse processo auxilie na reducao do efeito estufa, agoes como
reflorestamento, recuperacao de areas degradadas e sistemas de manejo conservacionistas

sao alternativas. Nestas situacoes, o aumento no teor de MO pode ser observado ja com
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poucos anos de adogao desses sistemas de manejo (SEGNINI, 2007). Esses sistemas em
que nao ha revolvimento do solo e remocao dos restos de cultura, como o plantio direto,
auxiliam o aporte do carbono organico, por favorecerem um aumento na quantidade de

matéria organica estavel, e assim no grau de humificacao.

As substancias htiimicas sao os componentes mais recalcitrantes da MOS, e sao consti-
tuidas de uma mistura heterogénea de grupos funcionais. Estas substancias sao formadas
a partir do processo de humificacao, o qual altera estruturas quimicas da MO pela degra-
dacao de residuos organicos via lixiviacao, trituracao e catabolismo, sendo controlado por
varidveis como temperatura, regime de dgua do solo (infiltracao, redistribuigao e condu-
¢ao), pH e nutrientes livres (MILORI et al., 2004).

2.2.1 Grau de humificacao

Humificagao é a conversao de residuos organicos em humus (fracao estavel da MOS)
por meio de atividades biolégicas, sintese microbiana e reagoes quimicas (STEVENSON,
1994). Quimicamente significa matéria organica decomposta. Os processos de decom-
posicao que humificam a matéria organcia sao hidrolise, oxidacao, reducao e sintese por
microorganismos (SEGNINI, 2007).

De acordo com Sollins et al. (1996), com o aumento do grau de humifica¢ao, a MOS
torna-se mais estavel, ou seja, mais resistente perante a decomposicao microbiana, devido
a presenca de estruturas moleculares mais recalcitrantes. As estruturas arométicas sao as

mais estaveis a decomposigao.

O grau de humificagao é avaliado por meio de medidas indiretas que analisam mudan-
cas estruturais durante o processo de decomposicao, pelo efeito do uso ou do manejo do
solo (SEGNINI, 2007).

O grau de humificagao esté intimamente relacionado a qualidade da matéria organica,

e por conseguinte do solo.

As SH tem influéncia direta na densidade aparente e agregacao do solo, pois a matéria
organica reduz a densidade aparente e solos muito densos tendem a dificultar a germinagao

de sementes e o crescimento de raizes, bem como a infiltracao de dgua.

Um solo com maior quantidade de MOS apresenta maior estabilidade de agregados
(SIX et al., 1999) devido & substancias cimentantes liberadas na sua decomposigao que

auxiliam na formacao de complexos estaveis. Estes complexos por sua vez influenciam no
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tamanho e distribuicao de poros que sao responsaveis pela adequada infiltracao e retengao
de dgua no solo, penetracao de raizes e circulagao de ar (aeragao) (REICHARD e TIMM,
2004).

A cor escura da maioria dos solos agricolas é devido a estrutura das SH, e essa coloragao
promove maior absor¢ao dos raios infravermelhos, favorecendo a elevagao da temperatura

do solo, o que influencia na germinacao, crescimento e atividade microbiana.

As SH também sao as principais responsaveis pela Capacidade de Troca Cationica
(CTC). Isto ocorre devido ao grande nimero de radicais livres presentes na estrutura das
SH, associadas as substituicoes isomoérficas no interior das argilas e pelas cargas variaveis.
Ou a CTC dependente de pH que constitui-se no mais importante componente de cargas
negativas dos solos tropicais, cuja magnitude aumenta com o teor de MOS. A CTC do

acido himico varia de 250 a 400 cmol,.- dm™.

A solubilidade das SH depende do pH do meio e da associagao com materiais minerais,
como argila, silte, areia e sais soltuveis. Essa associacao forma estruturas bi ou tridimen-
sionais insoluveis evitando a perda de nutrientes por lixiviagao em solos arenosos. Esta é

uma das caracteristicas da estabilidade dessas substancias no solo.

As mudancas que ocorrem na MOS durante o processo de humificacdo podem estar
relacionadas a oxidacao preferencial dos polissacarideos das plantas, preservando os com-
ponentes organicos mais recalcitrantes, como a lignina e estruturas fendlicas e compostos

de origem microbiolégica (MILORI et al., 2002b).

As SH aumentam a disponibilidade de nutrientes, aumentam o poder tampao, di-
minuem a toxicidade de Al as plantas, aumentam a capacidade de retencao de agua no
solo, reduzem as perdas de nutrientes por lixiviagdo (FIALHO, 2007). Os mecanismos
de estabilizacao da MOS sao a recalcitrancia quimica, a protecao fisica e a interacao com

organo-minerais.

2.2.2 A estrutura das substancias humicas

No processo de humificagao do solo os compostos organicos sao parcialmente trans-
formados em substancias hiimicas. Devido a alta complexidade dessas substancias, varias
estruturas foram propostas para explicar a composi¢ao quimica, forma e tamanho mole-

cular dessas substancias.

Schulten e Schnitzer (1993), baseados em estudos utilizando técnicas de pirdlise, de-
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gradagao oxidativa e microscopia eletronica propuseram uma estrutura bidimensional para
o AH (Figura 4), chamado de modelo biomacromolecular, com caracteristicas semelhantes
as macromoleculas biolégicas como proteinas, polissacarideos, dcidos nucléicos e lignina.
Segundo os autores, a composicao molecular dos AH seria C303 H328099 N5, com alto peso
molecular, 6650, 831 g/mol e apresentando diferentes grupos funcionais como os carboxi-

licos, fendlicos, hidroxilas, ésteres, éteres, nitrilas entre outros.
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Figura 4: Modelo bidimensional proposto por Schulten e Schnitzer (1993) para a estrutura dos 4cidos
hiimicos

Em 1997 Schulten e Schnitzer propuseram um modelo tridimensional para a molécula
de AH, mostrado na Figura 5. Nesta estrutura a molécula é composta por carbono,
oxigénio, nitrogénio e hidrogénio e apresenta espacos vazios onde a molécula pode interagir

com outros compostos organicos e inorganicos.

A representagao das SH sofreu evolugao e Picollo e Conte (2001) apoiaram o modelo
supramolecular. Neste modelo as SH sao moléculas pequenas e heterogéneas de varias
origens que se autoorganizam, unidas entre si por forgas intermoleculares fracas, o que
faz essas estruturas aparentarem um grande tamanho molecular. Simpson et al. (2002)
publicou uma representagao para este modelo, mostrada na Figura 6. As estruturas

supramoleculares crescem com o decréscimo do pH até a sua precipitagao (FIALHO,
2007).

Com as pesquisas existentes até o momento, ambos os modelos, biomacromolecular

e supramolecular, continuam validos (FAVORETTO, 2007; MARTINS, 2009; SEGNINTI,
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Figura 5: Modelo tridimensional proposto por Schulten e Schnitzer (1997) para a estrutura dos dcidos
himicos. Na representacao temos o carbono em azul, o oxigénio em vermelho, o nitrogénio em preto e
hidrogénio em branco. As letras A, B e C sao espacos vazios.

Figura 6: Modelo supramolecular, de Simpson et al. (2002), para substincias hiimicas. As unidades
vermelhas representam os cations metalicos, as pretas os polissacarideos, as azuis os polipeptidios, as
verdes as cadeias alifiticas e as marrons os fragmentos arométicos provenientes da lignina.

2007).

2.3 MOS e fragcoes quimicas

Sabendo que as SH correspondem a fracao mais humificada do solo e que podem ser
separadas nas fragoes humina (HU), dcido himico (AH) e 4cido fulvico(AF), é conveniente

diferencia-las e avaliar a importancia dessas fracoes para a compreencao da MOS.
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Para obter cada uma dessas fracoes ¢é utilizado o método chamado de fracionamento

quimico, através de propriedades de solubilidade em acidos e bases fortes.

Humina é a fragao insoluvel em qualquer pH e é muito associada a fragao mineral

(CLASEN et al., 1998).

Os acidos hiimicos correspondem a a fragao escura, solivel em meio alcalino e que
precipita-se em meio dcido. Sao formados por polimeros, compostos aromaticos e alifati-
cos, de elevado peso molecular, grande CTC e densidade média de 1,6 g/cm® (ORLOV,
1974).

Os acidos fulvicos sao representados pela fracao colorida, solivel em meio alcalino
ou acido diluido. Compostos por polissacarideos, aminoacidos, compostos fendlicos, etc.
Apresentam baixo peso molecular e formam complexos estdaveis com Fe, Cu, Ca e Mg
(MARTINS, 2009). Esta fracao é a que mais sofre alteragoes estruturais durante o processo
de humificacao (CUNHA et al., 2005).

A obtencao dessas substancias é importante pois permite a andlise da MOS sem a

influéncia da fracao mineral, que pode atrapalhar algumas técnicas espectroscopicas.

Silva Neto et al. (2008) mostraram que a MOS (carbono organico total nas fragdes
himicas) é sensivel & mudanga no sistema de manejo em dois latossolos, sob sistema de
plantio direto e que a auséncia de revolvimento neste solo promove o maior contato da
MOS com a matriz inorganica, propiciando a formacao de interagdes organominerais e
conduzindo ao aumento da fracao humina, em comparacao ao solo sob plantio convenci-

onal.

O fracionamento quimico permite a caracterizacao quimica da MOS. Esta técnica no
entanto pode gerar alteragoes nos componentes organicos do solo, o que nao ocorre pelo
fracionamento fisico que simplesmente separa as fragoes de acordo com o tamanho das

particulas.

2.4 MOS e fracoes fisicas

As particulas sélidas do solo variam com relacao a sua qualidade e ao tamanho, e o
fracionamento fisico, de acordo com o tamanho dessas particulas, permite separar a MOS
de acordo com a sua associacao com componentes minerais, isto é, dos compartimentos

da MOS que sao essas fracoes e que possuem diferentes fungoes no solo.

O fracionamento por tamanho de particulas é baseado no conceito de que fragoes de
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MOS associadas a particulas de diferentes tamanhos (e também diferentes composigoes
mineraldgicas) diferem na estrutura e fungao (CHRISTENSEN, 1992). A quantificagao
das fragoes permite relacionar a concentracao de cada uma com o teor de C, a humificacao

da MOS e sistema de manejo adotado.

As técnicas de fracionamento fisico sao consideradas menos destrutivas, e os resultados
obtidos da fragao fisica relatam mais diretamente a estrutura e funcao da MOS in situ
(CHRISTENSEN, 1992).

A divisao tradicional dessas fragoes, chamadas de fragoes texturais, é : argila (ar),
silte (sl) e areia, sendo que esta ultima pode ser subdividida em areia fina (af) e areia

grossa (ag). A Figura 7 mostra as fragoes do solo com base no diametro, de acordo com
a Escala Internacional ou de Atterberg (REICHARDT; TIMM, 2004; CURI, 1993).

Figura 7: Tamanhos de particulas, em mm das fragdes fisicas do solo, de acordo com a escala de Atterberg.

Para obter as fracoes do solo com as particulas de maior diametro é possivel fazer um
peneiramento do solo seco ao ar em uma sequéncia de peneiras. Um dos processos que
permite separar as particulas de menores diametros é por meio de sedimentacao, que se
baseia no fato de que particulas de tamanhos diferentes possuem velocidades diferentes
de decantacao em solucao aquosa. Este foi o procedimento utilizado neste trabalho e é

descrito na secao 4.2.

A fragao argila é a que mais influencia o comportamento fisico do solo. Devido a sua
maior area especifical a fracao argila é a mais ativa nos processos fisico-quimicos. Sao
essas particulas as responsaveis por absorver agua e pelos processos de expansao e concen-
tragao devido a essa absorcao. Grande parte das particulas de argila sao negativamente
carregadas e ha a formacao de uma dupla camada ionica com a agua ou com ions da
solugao do solo (MIELNICZUK et al., 2003; REICHARDT; TIMM, 2004), o que faz com
que a matéria organica se estabilize fisicamente (SALTON et al., 2008).

As fracoes areia e silte possuem area especifica relativamente pequena e por isso nao
apresentam grande atividade fisico-quimica. Essas fracoes sao responséaveis pela macro-

porosidade do solo e influenciam os fenomenos de distribuicao de dgua no solo.

I Area por unidade de massa.
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Segundo Conceigao et al. (2008), em solos tropicais e subtropicais sob sistema plantio
direto e pastagem a protecao fisica da MOS por oclusao em agregados estabiliza e acumula
C organico. Pinheiro et al. (2004) verificaram que a fracao leve livre ¢ mais sensivel a

degradacao pelo cultivo em diferentes tipos de manejo do solo.

Em um estudo com um Cambissolo Humico utilizando ressonancia paramagnética
eletronica (RPE), Bayer et al. (2003) concluiram que a fra¢do granulométrica 20-2 pm
(frac@o silte) apresentou maior grau de humificagdo da MOS e maior interagdo com a

fracao mineral, comparativamente aos demais tamanhos de particulas.

Segundo Christensen (1992), quanto menor o tamanho da fracdo maior o grau de
humificagao associado a ela. Para Saab e Martin-Neto (2003), a fragao silte é mais estével
que as demais devido a maior recalcitrancia da MOS ou pela sua ligacao com a fragao
organo-mineral. Favoretto et al. (2008) atribuiram a estabilidade da MOS na fragao argila

a protecao fisica pela fracao organo-mineral e nao a sua humificagao.

Segundo Oades (1989), a protegao fisica e coloidal resultantes da interagao da MOS
com a fracao mineral, especialmente a fracao argila, é a principal causa da manutengao

da MOS e solos de regioes tropicais.

2.5 MOS e Sistemas de Manejo

O sistema de manejo tem influéncia na quantidade e na qualidade da MOS (BAYER
et al., 2002b; 2003; MARTINS, 2009; SEGNINE, 2007). Discutiremos nesta se¢ao dois
sistemas de manejo relacionados a este trabalho: o plantio direto (PD) e o plantio con-

vencional (PC) e a influéncia desses sistemas na MOS.

Plantio Direto:  Plantio direto ¢ uma técnica conservacionista onde o solo é mantido
sempre coberto por residuos vegetais (NOVOTNY, 2002). A semente é colocada direta-
mente no solo nao revolvido, usando-se maquinas especiais. A deposicao da semente é
feita em um pequeno sulco (ou cova), com dimensées suficientes para garantir uma boa
cobertura e contato da semente com o solo, sendo que nao mais que 30% da superficie
do solo sao preparados. O exterminio de plantas daninhas antes e depois do plantio é
geralmente feito com herbicidas (CURI, 1993). Manter a cobertura vegetal protege o solo
do impacto das gotas de chuva, do escorrimento superficial e das erosoes edlica e hidrica e
aumenta a aividade biol6gica (GASSEN; GASSEN, 1996). A Figura 8 mostra um exemplo

de solo cultivado em plantio direto.
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Figura 8: Solo sob plantio direto. (Adaptado de Segnine, 2007).

Plantio Convencional: No plantio convencional, o solo é preparado para receber
as sementes com aragao, escarificacao e gradagem. Este processo descompacta o solo e
retira a palha, nao permitindo a formacao do horizonte organico. A aragdo promove a
homogeneiza¢ao da camada ardvel e incorporagao da palha (MARTINS, 2009). A Figura

9 mostra exemplos do manejo convencional.

(@) (b)

Figura 9: Plantio convencional. (a) Processo de aragem do solo. (b) Plantacdo sob o solo apds a aragem
(SEGNINE, 2007).

Bayer et al. (1996), Favoretto (2007), Martins (2009) e Testa (1989), obtiveram
aumento no teor de carbono e de nitrogénio em solos sob plantio direto, comparando com

dados obtidos em solo sob plantio convencional.

No plantio direto, a entrada de material organico no solo é constante e maior que em
sistemas de manejo convencionais (SEGNINI, 2007). Por nao haver o revolvimento do
solo, ocorre o favorecimento da acumulacao continua de residuos vegetais na superficie e
aumento da fracao organica biodegradavel. Assim, ha sempre residuos frescos disponiveis
para os microorganismos, as vezes em maiores quantidades que a capacidade de metabo-
lizagao desses microorganismos. Devido a isso, a MOS nao é totalmente decomposta e é

rica em cadeias alifaticas apresentando pequena quantidade de carbonos aroméaticos, o que



33

faz com que esse sistema de manejo seja, geralmente, o menos humificado (GONZALEZ—

PEREZ et al., 2004, BAYER et al., 2003), com aumento da quantidade de MOS labil.

No plantio convencional, o revolvimento e a retirada da cobertura vegetal reduz o
estoque de carbono, promove o selamento superficial e nao evita a erosao devido as enxur-
radas. A aracao e a gradagem promovem maior taxa de decomposi¢ao da MOS e menor
adicao de residuos (FAVORETTO, 2007). A distribuicao dos residuos na camada aravel
disponibiliza poucos nutrientes para os microorganismos e por isso solos sob o sistema
de manejo convencional geralmente apresentam processo de humificacao em estagio mais
avancado, com aumento da concentracao de estruturas recalcitrantes como estruturas
aromaticas condensadas (BAYER, 2002b; SEGNINE, 2007). Além disso, o revolvimento

propicia a estabilidade fisica da MOS, por meio da interacao com a fracao mineral.

Dependendo das praticas adotadas, o solo pode atuar como fonte ou dreno de C'Os,.
Em sistemas nativos ou com plantio conservacionista, ha um equilibrio entre a absorcao
e a emissao de carbono pelo solo. Ja em sistemas como o plantio convencional, onde ha
aracoes e gradagens, a populacao de microorganismos ¢ ativada. Estes consomem mais
rapidamente a MOS, chegando até mesmo ao carbono estocado no htimus, liberando gases
geradores de efeito estufa e diminuindo o grau de humificacao. A estabilidade fisica da MO
é eliminada devido a ruptura de agregados organo-minerais e ao aumento da oxigenacao
do solo (SEGNINI, 2007).
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3 Técnicas de andlise da
humaificacao e caracterizacao da

MOS

A seguir, serao descritas técnicas utilizadas neste trabalho, comecando pela anélise
elementar, a razao C'/N, e fazendo também uma breve descrigao das técnicas espectros-

copicas.

3.1 Analise elementar: razao C'/N

A razao C'/N é uma importante caracteristica da MOS que varia muito de acordo
com a sua origem e estabelece a disponibilidade do nitrogénio para as plantas e microor-
ganismos, e por isso permite estimativas do grau de humificacao da MOS. Quanto menor
a razao, maior o grau de humificacdo (H), pois as taxas de C' diminuem com relagao a

quantidade de N no processo de decomposicao.

C
N <= H] (3.1)

Na decomposic¢ao, os microorganismos utilizam o carbono como fonte de energia e
sintese de biomoléculas, e o nitrogénio é consumido em seu metabolismo a uma taxa
muito menor para a sintese de proteinas. Um alto teor de N com relagao ao de C' indica
estado de decomposicao mais avancado e portanto a matéria organica esta mais estavel,
com carater aromatico do carbono mais acentuado. O nitrogénio também é liberado por

processos de mineralizacao, e vai para a solucao do solo na forma de NOs.

Reichardt e Timm (2004) afirmam que, independente do valor da razao C'/N dos
residuos, a transformacao da MOS leva a um abaixamento exponencial da relacao. O
valor ideal para a decomposigao é 30/1 e pode chegar a valores de 10/1 a 12/1, tipicos do

huimus, sendo que o tempo de transformacao varia com o tipo de residuo. Esta relagao
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indica a aromaticidade da SH, determina o grau de estabilidade da MOS e estabelece
uma previsao da taxa de decomposi¢ao da SH (; FAVORETTO, 2007 MARTINS, 2009;
SEGNINI, 2007).

Autores como Bayer (1996), Favoretto (2007), Martins (2009) e Segnini (2007) utiliza-
ram a andlise da razao C'/N, em conjunto com outros métodos, para estudar a humificagao
da MOS. Segnini (2007) afirma que a diferenga de C é maior nas camadas superficiais de-
vido & maior entrada e ao acimulo de biomassa de plantas. Favoretto (2007) encontrou
valores para esta razao em acordo com os resultados obtidos por outras técnicas, ou seja,
no PD o valor da razao C//N foi superior ao encontrado para o PC, indicando maior hu-
mificagao do solo sob PC. Resultados semelhantes foram encontrados por Martins (2009),
que também analisou a razao de acordo com a profundidade, e verificou que as amostras
de camadas superficiais (entre 0 e 5 cm de profundidade) s@o as menos humificadas. Ao
analisar fracoes por tamanho de particulas por este método, o mesmo autor obteve maior
humificacao para a fragao areia e ao analisar a correlagao da humificagao obtida pela razao

C/N e por fluorescéncia induzida a laser (FIL) obteve r? = 0, 85.

3.2 Técnicas espectroscopicas de analise da humifi-
cacao e caracterizacao da MOS

Métodos espectroscdpicos nao sao destrutivos e fornecem resultados de alta precisao
por meio dos quais pode-se determinar a estrutura quimica, os elementos e grupos fun-
cionais de uma substancia. A espectroscopia a ser utilizada depende da natureza dos
compostos analisados, e a andlise é feita comparando os espectros de absor¢ao ou emissao

da substancia com certos parametros de referéncia.

As técnicas espectroscopicas permitem a andlise de materiais devido a transmissao,
absorcao ou reflexao da radiacao incidente. Essa analise é feita por meio do grafico da
intensidade de radiagao (transmitida, absorvida ou refletida) por comprimento de onda,

frequéncia ou nimero de onda. Este grafico é chamado de espectro.

A Figura 10 mostra as caracteristicas da radiacao utravioleta, luz visivel e na faixa

do infravermelho, utilizadas nesse trabalho.

Discutiremos agora as técnicas espectroscépicas utilizadas nesta pesquisa: espectros-
copia de fluorescéncia, de AH e induzida a laser (FIL); espectroscopia de absorgao de luz
UV-Visivel (razao E/Eg) e espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(IV).
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Figura 10: Espectro eletromagnético nas faixas do utravioleta, visivel e infravermelho.
3.2.1 Espectroscopia de fluorescéncia

Sao descritos a seguir o fenomeno da fluorescéncia e as técnicas de fluorescéncia de

AH, com seus dois métodos, e a de fluorescéncia induzida a laser (FIL).

3.2.1.1 O fenomeno da fluorescéncia

O fenomeno fisico fluorescéncia consiste na emissao de um féton quando um elétron que
adquiriu energia devido a um processo de excitagdo (térmica, mecanica, eletromagnética,
quimica ou biolégica) retorna ao seu estado inicial, instantaneamente, ou seja, com um

intervalo de tempo muito curto (107® s) entre a excitagdo e a emissao’.

As moléculas apresentam diferentes niveis energéticos e aos elétrons é permitido tran-
sitar entre esses niveis desde que absorvam ou emitam um féton de energia igual a energia
de separacao entre dois niveis. A energia necessaria para que as transicoes eletronicas
ocorram ¢é da ordem de diversos eletronvolts, e por isso os fétons emitidos ou absorvi-
dos quando tais alteragoes ocorrem estao na regiao do visivel e ultravioleta do espectro
eletromagnético (ATKINS, 1998, SENESI, 1990).

Considerando o caso em que um féton de energia £ = hf (onde h é a constante de
Planck e f a frequéncia da radiagao) é absorvido por um sistema de atomos ou moléculas.
Se essa energia € suficiente para que o sistema sofra uma transicao para um estado exci-
tado, os elétrons saltam para niveis energéticos superiores com relacao ao nivel inicial do
sistema. Para retornar ao estado fundamental (estado de menor energia) a energia deve
ser dissipada, o que normalmente ocorre por decaimentos nao radioativos onde o excesso

de energia é convertido internamente em energia térmica por meio vibracoes, rotagoes

TH4 casos em que o tempo entre a excitaciio e a emissdo é mais longo e o processo é chamado de
fosforescéncia (SHARMA; SCHULMAN, 1999).
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e translagoes. A fotoluminescéncia ocorre quando o descarte de energia é feito com a

emissao de um féton (ATKINS, 1998, NOVOTNY, 2002).

A Figura 11 esquematiza o processo. Nela, a absorcao de um féton provoca a transicao
eletronica do estado fundamental (Sp) para o primeiro estado excitado (S;). Por meio
de colisoes com as moléculas vizinhas ocorre a dissipagao nao radioativa de parte dessa
energia, em transigoes entre os subniveis vibracionais (na Figura, V3, V5 e V}) até atingir
V1, o subnivel de menor energia do primeiro estado excitado. A molécula entao emite um
féton, de energia menor (e portanto maior comprimento de onda) que a do absorvido,
retornando ao estado fundamental - fenomeno da fluorescéncia (ATKINS, 1998, SENESI,
1990).
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Figura 11: Diagrama energético do fenomeno da fluorescéncia. Sy é o nivel fundamental, S; é o primeiro
nivel excitado, V1, V2 e V3 sdo os subniveis vibracionais do S; (Adaptado de Novotny, 2002). E = hf é
a energia absorvida pelo elétron e B/ = hf’ é a enerigia emitida, sendo h a constante de Planck e f e f’
sao a frequéncia da radiacao incidente e emitida, respectivamente.

Quando apds uma excitagao eletromagnética ocorre a emissao de fétons com a mesma
frequéncia da radiacao estimulante, sem a necessidade de relaxacao vibracional, a fluores-
céncia é chamada de ressonante (EWING, 1972). Se o estado excitado nao é o primeiro
acima do fundamental, o sistema reemite o excesso de energia ao sofrer uma transicao para
outro estado de menor energia ou para o estado fundamental com a emissao espontanea
de um ou mais fétons, sofrendo relaxagao vibracional em cada estado excitado (EWING,
1972; TIPLER et al., 2001).

No estado fundamental, os elétrons compartilham o mesmo orbital e tem spins anti-
paralelos ou emparelhados (1), resultando no spin total S nulo (S’ = —1/2+41/2 = 0).
A multiplicidade deste estado, dada por [2S|+1, é 1, e um estado com essa caracteristica
¢ chamado de singleto. Quando os elétrons estao em orbitais diferentes seus spins sao

paralelos (11 ou ||), o spin total S é +1 ou —1 e a multiplicidade é 3. O estado é entao
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chamado de tripleto. Um estado singleto pode ser convertido em tripleto se houver um
cruzamento entre sistemas que desemparelhe os elétrons do estado singleto, o que ocorre
no ponto onde as curvas de energia potencial desses dois estados se interceptam (Figura
12). Estas transi¢oes podem ocorrer na presenga de acoplamento spin-érbita (ATKINS,
1998, SENESI, 1990).
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Figura 12: Diagrama energético do fenémeno da fosforescéncia. Sy é o estado singleto fundamental, S;
é o primeiro estado singleto excitado, T} é o primeiro estado tripleto excitado (Adaptado de Novotny,
2002).

Se a molécula excitada sofre a transicao S; — 717, ela passa a sofrer relaxacao dos
subniveis vibracionais do estado tripleto, até o de menor energia. A transicao deste
subnivel para o Sy s6 é permitida devido a quebra da regra de selecio (que diz que a
variagao de spin, AS, da molécula deve ser nula) devido ao acoplamento spin-6rbita,
responsavel pelo cruzamento entre sistemas. A emissao entao é fraca e duradoura, e é

chamada de fosforescéncia (ATKINS, 1998, NOVOTNY, 2002).

Para que este fenémeno ocorra, é necessario que elétrons nao ligantes (n) ou ligantes
() sejam promovidos & orbitais antiligantes (7*). Estes processos sao provaveis em mo-
léculas que contenham atomos com pares de elétrons nao compartilhados, o que é o caso
do nitrogénio e do oxigénio em estruturas aromaticas e sistemas alifaticos, com desloca-
lizagao eletronica, como é o caso das SH. Com o aumento da complexidade do sistema
(humificagao), a separacao energética entre o S e o Sy tende a cair, e o comprimento de

onda da emiss@o fluorescente torna-se maior (SENESI, 1991).

Assim, entre as moléculas organicas, apresentam fluorescéncia as que tem estruturas
grandes, rigidas e multiciclicas (EWING, 1972) o que faz com que as técnicas espectros-

copicas que utilizam este fenomeno sejam adequadas para avaliar o grau de humificacao
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da MOS, ja que a MOS humificada é composta de moléculas com estas qualidades (anéis
aromaticos e quinonas sao estruturas fluorescentes intrinsecas as moléculas humicas) (MI-

LORI et al., 2002b).

O espectro de fluorescéncia consiste da soma de espectros individuais de diferentes
focos emissores presentes na molécula (MILORI et al., 2002a) e a sua analise demons-
tra grande sensibilidade por ser uma técnica bastante seletiva, pois os comprimentos de
onda de excitacao e emissao dependem do composto de interesse, o que faz com que o
sinal obtido seja caracteristico de cada molécula. Variagoes neste sinal podem indicar

transformagoes sofridas pelo composto (FIALHO, 2007).

Destacada a importancia das SH, é necessario discutir um meio de medir o grau de
humificagado da MOS. Técnicas como Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE), e
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), entre outras, podem ser utilizadas, no entanto é

necessario realizar o fracionamento quimico do solo, um processo lento e trabalhoso e que

pode alterar as caracteristicas do solo (FELLER; BEARE, 1997).

A técnica de fluorescéncia tem vantagens sobre as demais por ser mais seletiva, ter
potencial para ser quantitativa e qualitativa, e nao ser afetada pela presenca de agua ou
teor de ferro. Esta caracteristica é importante para os solos brasileiros que, especialmente
os latossolos, em geral, ricos em Fe3T, uma substancia St i

, geral, , paramagnética que precisa ser

retirada da amostra para a realizacao de analises de RMN e RPE.

Uma das técnicas utilizadas nesse trabalho analiza o espectro de fluorescéncia de acidos

himicos para obter o grau de humificacao da MOS, obtido por fracionamento quimico.

Um método alternativo é a Fluorescéncia Induzida a Laser (FIL) que permite a andlise
de solos inteiros, isto €, a amostra do solo é coletada, moida e peneirada, sem a necessidade
de maiores tratamentos. A espectroscopia de FIL pode também ser aplicada em solos com

alto teor de ferro e sem tratamento quimico. A anadlise feita é qualitativa.

3.2.1.2 Espectroscopia de fluorescéncia de AH

Esta técnica para determinacao do grau de humificagao utiliza-se AH em solucao. De
acordo com Milori et al. (2002b), estas andlises podem ser feitas utilizando trés métodos:
Método de Zsolnay et al. (1999), Método de Milori et al (2002b) e o método proposto por

Kalbitz et al. (1999). Apresentam-se aqui os dois primeiros, utilizados neste trabalho.
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Método de Zsolnay et al. (1999) Neste método é utilizado o comprimento de onda
para excitacao de 240 nm e a varredura ocorre entre 350 e 650 nm. O espectro total de
emissao é dividido em quatro regides e o grau de humificacao é calculado pela razao entre
a drea do 1dltimo quarto A, (entre 570 e 641 nm) e a drea do primeiro quarto A; (entre

356 e 432 nm), ambos mostrados na Figura 13.
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Figura 13: Os quartos A; e A4 de um espectro de fluorescéncia de AH (u.a. significa unidade arbitréria).

Este método baseia-se na ideia de que, quando as moléculas tornam-se mais conden-
sadas, seu espectro de emissao? tende a deslocar-se para maiores comprimentos de onda
(menor energia). Assim A, representa a fluorescéncia de estruturas mais humificadas e
A; a de estruturas mais simples e A4/A; deve aumentar com o aumento da concentragao
de moléculas mais condensadas, ou seja, com o aumento da humificagao (MILORI et al.,
2002b; ZSOLNAY et al., 1999).

A
A= H1 (3.2)
Ay

O problema encontrado por Milori et al. (2002b) para esta metodologia é que, nesta

faixa do espectro, muitas estruturas fluorescentes sao excitadas.

Utilizando métodos de fluorescéncia de AH para estudar o processo de compostagem,
Fialho (2007) identificou reagoes de transformacao de moléculas organicas mais simples

para estruturas mais complexas, com base na andlise do espectro que mostrou uma di-

20 espectro de emissdao é obtido medindo-se a intensidade relativa da radiacio emitida como funcao
do comprimento de onda, mantendo-se constante o comprimento de onda de excitagao.
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minuicao da intensidade das bandas de emissao de comprimentos de onda menores com

simultaneo aumento da intensidade de regioes de maiores comprimentos de onda.

Método de Milori et al. (2002b)  Milori et al. (2002b) propuseram um método
alternativo, baseando-se no fato de que, utilizando comprimentos de onda na faixa do azul
para a fonte de excitacao, a absor¢ao é mais ressonante com estruturas cuja concentragao
aumenta com o avango do processo de humificacao da MOS. Assim, a drea total do espectro
de fluorescéncia Ayg5, apresentada na Figura 14, é proporcional ao grau de humificagao,

nas condigoes: concentracao de AH de 20 mg/L e o pH em torno de 8.
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Figura 14: A &area abaixo da curva em um espectro de fluorescéncia de AH, com excitagao de 465 nm.

Neste método, uma alta intensidade de fluorescéncia esta relacionada a um alto grau
de humificagao. Comparando com os demais métodos de fluorescéncia e com dados de
humificacao medidos utilizando RPE, Milori e colaboradores verificaram que este método,

que utiliza excitacao em 465 nm e a varredura entre 485 e 650 nm, é eficiente.

Ainda segundo os mesmos autores, este método torna-se uma alternativa interessante
por ser rapido, relativamente barato, e acessivel a um grande ntmero de laboratérios
quando comparado a outros métodos para medir grau de humificacao da MOS. Além
disso, a tecnologia necessaria para obtencao de luz azul é mais simples que a para obter

radigao na faixa do ultravioleta, utilizada no método anterior.
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3.2.1.3 Espectroscopia de fluorescéncia induzida por laser (FIL)

Ainda de mais facil obtencao é o grau de humificacdo dado por FIL, ja que nao ha
necessidade de fracionamento quimico do solo nem de preparacao de solucao, pois esta

técnica permite a andlise do solo inteiro®.

A técnica consiste em excitar o solo com um laser cuja emissao estd na regiao do
ultravioleta/azul (458 nm) o que resulta na fluorescéncia de grupos funcionais da matéria
organica relacionados com o processo de humificacao, que ocorre na regiao do visivel com
pico em aproximadamente 510 nm. Assim, a fluorescéncia total é obtida medindo-se a

area sob a curva (MILORI et al., 2006).

A intensidade do sinal é relacionada a presenca de estruturas aromaticas condensadas e
por isso fornece informagao sobre a magnitude da recalcitrancia da MOS. Para comparar a
intensidade de fluorescéncia de diferentes amostras de solo intacto é necessario normalizar
esse valor pelo conteudo de carbono do solo, ja que a humificagao é também proporcional
a quantidade de C' organico. Esta normalizacao ¢ similar a trabalhar com solugoes de
mesma concentragao, da mesma forma que foi feito para se aplicar o indice Ayg5. O grau
de humificacao da MOS (Hpyy) é obtido dividindo a area sob a curva de emissao (Agrr)

pelo teor de carbono (C'), obtido por analise elementar (MILORI et al. 2004):

(3.3)

Assim, variacoes na intensidade de emissao do espectro normalizado podem ser as-
sociadas a variagoes estruturais dos fluoréforos. Como a excitacao é na regiao do azul/
ultravioleta proximo, a area sob a emissao de fluorescéncia normalizada deve ser propor-

cional ao grau de humificacao.

Para obter o espectro é utilizado o sistema de FIL mostrado na Figura 15. A montagem
experimental consiste em um laser de argonio, para excitacdo da amostra, diante dele é
utilizado um prisma, para separacao da emissao laser da fluorescéncia do gas. Espelhos
conduzem a radiacao até amostras de solo. Uma lente é utilizada para coletar e focalizar
a fluorescéncia até um modulador éptico (“optical chopper”). A fluorescéncia passa entao
por um filtro para suprimir a excitagao no sistema de deteccao e por um monocromador
(CVI, L=25 c¢m). A detecgao é feita por uma fotomultiplicadora e o sinal elétrico passa

por um amplificador lock-in. Um microcomputador dotado de uma placa de aquisi¢cao

3Como solo inteiro entende-se um solo que ndo passou por tratamento fisico ou quimico, sendo o mais
préximo possivel de suas condigoes naturais.
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e software de controle faz a aquisi¢ao dos dados (MILORI et al., 2002a,2006; SEGNINT,
2007).

Osciloscopio

12

Figura 15: Sistema para a medida de FIL (MILORI et al. (2002a)): laser de argénio (1), prisma (2),
espelhos (3,4 e 5), lente (6), modulador éptico (“optical chopper”) (7), filtro (8), monocromador (9),
fotomultiplicadora (10), amplificador lock-in (11), microcomputador (12).

Para comprovar que a origem do sinal de fluorescéncia é realmente a matéria organica
do solo, Milori et al. (2002a, 2006) fizeram duas medidas de fluorescéncia. Uma para o
solo sem tratamento e a outra com o mesmo solo submetido a calcinacao e tratamento
com peré6xido de hidrogénio (H20s) para a retirada da matéria organica. O resultado estd
na Figura 16 onde pode-se verificar que o sinal da fluorescéncia praticamente se anula
quando nao ha matéria organica, comprovando que o espectro, proveniente da excitagao

do solo por luz ultravioleta/azul, é devido somente a matéria organica.

Utilizando esse procedimento MILORI et al., (2002a, 2006) analisaram as camadas
superficiais de solos submetidos a plantio direto, cerrado nativo e plantio convencional e
constataram que o grau de humificacao é maior para o ultimo desses, devido a uniformi-

zagao dessa camada por ocasiao das operagoes de lavracao e gradagem.

Martins (2009) e Favoretto (2007), utilizando FIL para estudar latossolos, verificaram
que amostras de solo inteiro sob PC apresentaram os maiores indices de humificacao e as
amostras sob PD apresentaram menor grau de humificacao. Para as fracoes do solo, a

fracao areia apresentou-se como a mais humificada e a fracao argila menos humificada.
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Figura 16: Emissao de fluorescéncia de uma amostra de solo medida em laboratério. Em azul o espectro
do solo; em vermelho, o espectro do mesmo solo apds tratamento para a retirada da matéria organica:
(a) por calcinagdo; (b) por tratamento com HsOs. (MILORI et al., 2002a).

3.2.2 Espectroscopia de absorc¢ao de luz UV-Visivel (razao E,/FEs)

As espectroscopias nas faixas da luz visivel e do ultravioleta baseiam-se na excitagao
eletronica das ligagoes quimicas e utilizam radiagoes de comprimentos de onda na faixa

de 10792 107" m e 1077 a 1072 m, respectivamente.

A intensidade da luz cai exponencialmente quando passa através da amostra. Experi-
mentalmente, sua intensidade é medida utilizando a lei de Beer - Lambert para um certo

comprimento de onda:

I
logloTO = ecl (3.4)

onde [j é a radiacao incidente na amostra e I a radiagao transmitida pela amostra, assim,
Iy—1I é aradiagao absorvida. O valor de ¢ indica a concentracao da amostra, [ é o caminho

Gtico que a radiagao percorre pela cela e € é absortividade molar (SAAB, 1999).

A absorc¢ao molecular na regiao do ultravioleta (200 — 400 nm) e do visivel (400 —
800 nm) depende da estrutura eletronica da molécula. A energia é absorvida de forma
quantizada e induz a passagem dos elétrons ligantes (o0 e 7) e os nao ligantes (n) para
orbitais mais energéticos em um estado excitado (o* e m+), denominados antiligantes,

como mostra a Figura 17 (SILVERSTEIN et al., 1994).

Mesmo a absorcao de energia sendo quantizada, o espectro de absor¢ao é de bandas,
obtido pela fusao de linhas discretas devido a multiplicidade de subniveis vibracionais e

rotacionais em moléculas complexas. Essas bandas tém posicao e intensidade definidas.
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Figura 17: Diagrama de excitacoes eletronicas que podem ocorrer em moléculas organicas (FIALHO,
2007).

A posicao corresponde ao comprimento de onda necessario para que a transicao eletro-
nica ocorra. A intensidade é proporcional a probabilidade de ocorréncia da transicao, a

concentracao da molécula em estudo e depende da diferenca entre os estados fundamental
e excitado (SILVERSTEIN et al., 1994).

O comprimento de onda da absorcao de luz UV-Visivel para compostos organicos
aumenta proporcionalmente ao aumento da condensacao dos anéis aromaticos, como pode-

se avaliar na Figura 18.

Este aumento no comprimento pode ser explicado, analisando a molécula como um
poco de potencial infinito de largura L, ao qual um elétron estd submetido. A equacao de
Schroedinger diz que o modo fundamental (cuja energia é E; = 27;21—7222) possui comprimento
de onda A\ = L/2. Portanto, quanto maior for a largura do pogo (no caso em estudo, da
molécula) maior serd o comprimento de onda no estado fundamental (TIPLER et a.,

2001).

Utilizando esta propriedade, o estudo da humificacao de substancias himicas do solo
utiliza a razdo E4/FEg, entre a absor¢ao a 465 nm (£,) e 665 nm (Es). Como as moléculas
dessas substancias sao complexas, a intensidade da absorcao a 665 nm deve aumentar
relativamente a intensidade em 465 nm em substancias mais humificadas, o que promove
o decréscimo desta razao. Assim, uma razao E,/Fg alta indica presenca de mais estruturas
alifaticas e baixa razao indica um alto grau de condensacao dos constituintes aromaticos,
e por conseguinte, alto grau de humificacao, sendo que, para acidos huimicos, esta razao
costuma ter um valor menor que 5 (FIALHO, 2007; MARTIN-NETO et al. 1998).

E,
B <= H (3.5)
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Figura 18: Espectros de absorcao eletronica do benzeno, naftaleno, fenantreno, antraceno e naftaceno
(adaptado de SILVERSTEIN et al., 1994).

Um exemplo do espectro obtido por absorcao de UV-Visivel de acidos humicos é

mostrado na Figura 19, com marcacoes nas intensidades de 465 nm e 665 nm.

Utilizando a razao E,/Fg da absor¢ao de UV-Visivel para estudar o processo de com-
postagem, Fialho (2007) identificou reagoes de transformagcao de moléculas organicas mais
simples para estruturas mais complexas, através da diminuicao da intensidade das bandas
de emissao de comprimentos de onda menores com simultaneo aumento da intensidade de

regioes de maiores comprimentos de onda.

Saab e Martin-Neto (2007) realizaram um estudo que teve como objetivo correlacionar
os resultados de aromaticidade obtidos por RMN de *C de AH extraidos de gleissolos
com resultados obtidos com RPE (concentracao de radicais livres) e a razao E,/Eg da
absor¢ao de UV-Visivel e obtiveram boa correlagao entre os métodos, mostrando que a

espectroscopia de absorcao de luz UV-Visivel pode ser utilizada no estudo da humificacao
da MOS.
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Figura 19: Exemplo de espectro de absor¢ao de UV-Visivel e indentificagao das intensidades de 465 nm
e 665 nm (loge é proporcional & absor¢ao).

3.2.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fou-
rier (IV)

A espectroscopia no infravermelho empregada na caracterizacao de compostos organi-
cos utiliza nimeros de onda entre 4000 e 400 cm™t. Os espectros obtidos sao complexos,
mesmo para moléculas de estrutura simples, e a andlise é feita por meio de uma correlagao
pico a pico comparando o espectro da substancia em estudo a um especro padrao, pois o
comprimento de onda caracteristico da absorcao depende das massas relativas dos atomos,

das constantes de for¢a e da geometria dos atomos (SILVERSTEIN et al., 1994).

Nessa regiao do infravermelho, a radiacao absorvida, converte-se em energia de vibra-
¢ao molecular. O espectro molecular vibracional é obtido quando a frequéncia de oscilagao
de uma molécula, representada como mola em movimento em torno de um ponto de equi-
librio, coincide com a frequéncia da luz absorvida, o que resulta em ressonancia. Mesmo
sendo o processo quantizado, o espectro resulta em uma série de bandas pois, cada mu-
danca de nivel de energia vibracional corresponde a uma série de mudancas de niveis
rotacionais, ocasionando uma sobreposicao das linhas, que geram as bandas de vibragao-
rotacao (PAVIA et al., 1996).

As vibragoes moleculares podem ser deformagoes axiais (estiramento) ou angulares

(chamada simplesmente de deformacao). Os estiramentos ocorrem ao longo do eixo da
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ligagao molecular, em um movimento ritmico que aumenta e diminui as distancias in-
teratomicas. As deformagcoes variam o angulo de ligacdo, entre dois atomos ou entre
conjuntos de atomos (FIALHO, 2007; PAVIA et al., 1996; SILVERSTEIN et al., 1994).

Exemplos dessas vibragoes estao na Figura 20.
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vibragoes de deformagao

Figura 20: Alguns modos de vibragdo moleculares (adaptado de STUART, 1996).

Quando luz infravermelha de mesma frequéncia de vibracao de estiramento ou de de-
formacao incide na amostra a energia é absorvida e a amplitude de vibracao é aumentada.
Devido a energia de absorcao na frequéncia de ressonancia, o detector do espectrometro

de infravermelho grava um pico de absor¢ao naquele comprimento de onda (SAAB, 1999).

As deformagoes que provocam alteracoes ritmicas no momento dipolar da molécula
geram um campo elétrico alternado, devido a mudanca na distribuicao de cargas produzida
pela vibragao, resultando em absorcao da energia incidente. Devido a isso, sao essas as
deformagoes que podem ser observadas na espectroscopia de infravermelho convencional.
Assim, de um nimero previsto teoricamente de vibragoes fundamentais, que depende do

nimero de elementos envolvidos, somente algumas sao observadas (PAVIA et al., 1996).

Outros fatores que contribuem para a diminuicao do nimero de vibracoes observadas
é a existéncia de vibragdes harménicas (multiplas da frequéncia fundamental), vibragoes
de combinacao (somas e diferengas de bandas fundamentais), bandas que estao fora da
regiao estudada do espectro, bandas com baixa intensidade, vibracoes fundamentais com

comprimento de onda muito préximos e bandas degeneradas (SILVERSTEIN et al., 1994).

As intensidades das bandas obtidas podem ser expressas em transmitancia (7') ou
absorbancia (A). Transmitancia é a razao entre a energia transmitida pela amostra e a

energia que nela incidiu. A absorbancia é dada por
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1
A= logm?. (36)

A posigao de cada banda no espectro é dada em niimero de onda (cm™1), e é propor-

cional & energia de vibragao (FIALHO, 2007). A Tabela 1 traz bandas caracteristicas dos

espectros de IV para substancias hiimicas, na regiao entre 4000 e 400 cm™!.

Tabela 1: Principais grupos de absorcao no infravermelho, entre 4000 e 400 cm ™!, das substancias himicas
(SAAB, 1999; SENESI, 2003).

Nimero de onda (cm™1) | Grupo de absorgio

3395 - 3400 estiramento O — H, estiramento N — H e estiramento
OH ligado

3080 - 3030 estiramento C' — H aromatico, estiramento N — H e
estiramento OH ligado

2950 - 2840 estiramento C' — H alifatico

1725 - 1710 estiramento C' = O das cetonas e dos acidos COOH

1660 - 1630 estiramento C' = O de grupos de amidas I e de quino-
nas e/ou ligagoes de hidrogénio cetonas conjugadas

1620 - 1600 estiramento C' = C' dos anéis aromaticos e estiramento
assimétrico C' — O dos {ons carboxilato COO~

1540 - 1519 deformagao N — H e estiramento C' = N de amida II,
estiramento C' = C' dos anéis aromaticos

1460 - 1440 deformagao C' — H alifatico dos —C'Hy; e —C'Hjy

1420 estiramento C' = N de amidas |

1400 - 1380 estiramento C'— O de OH fendlico, deformacao O — H
e estiramento simétrico dos fons COO~

1260 - 1200 estiramento simétrico C' — O e deformagao OH dos
COOH, estiramento C' — O de élcoois, éteres, esteres
e fendis

1170 - 1120 estiramento C' — OH do O — H alifatico

1080 - 1030 estiramento C' — O de polissacarideos

975 - 775 deformagao do C' — H aromatico fora do plano

Nesta regiao podem aparecer sinais referentes as impurezas inorganicas, cujo compri-

mento de onda caracteristico para o espectro de IV é mostrado na Tabela 2.

Vibragoes de deformagao geralmente requerem menos energia e sao encontradas em
frequéncias menores do que as vibragoes de estiramento. Estiramento devido a tripla

ligacao é mais forte do que duplas ligacoes e estas sao mais fortes do que ligacoes simples
(SAAB, 1999).

Apesar da complexidade, a analise da espectroscopia de infravermelho é importante
pois a maior parte dos laboratérios académicos e industriais dispoe de espectrometros

capazes de realiza-las.
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Tabela 2: Absor¢io no infravermelho de impurezas inorganicas, entre 4000 e 400 cm ™=t (SAAB, 1999).

Numero de onda (cm™!) ‘ Grupo de absorcao

3700 estiramento axial de OH externo da estrutura da cau-
linita

3620 estiramento axial de OH interno da estrutura da cau-
linita

3520, 3445 e 3390 estiramento OH em gibbsita

1100 - 1090 estiramento Si — O — S7 de silicatos; quartzo

800 - 770 caulinita, glauconite, montmorilonite, quartzo

Esta técnica foi utilizada por Senesi et al. (2003) no estudo de grupos de absorgao
de infravermelho de 4cidos himicos de eurosolos. Fialho (2007) usou IV no estudo do

processo da compostagem.

3.3 Outras técnicas de analise da humificacao da MOS

As técnicas de espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica (RPE) e espec-
troscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN de *C'), brevemente descritas a seguir

também sao métodos importantes para o estudo da estabilidade de substancias htimicas.

3.3.1 Espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica
(RPE)

Elétrons desemparelhados de um dtomo, molécula ou fon* absorvem energia quando
na presenca de um campo magnético. Este fenomeno é chamado de Ressonancia Paramag-
nética Eletronica (EPR), e tem como base o Efeito Zeeman, fenémeno fisico que ocorre

quando ha interagao entre o spin de um elétron desemparelhado e um campo magnético.

Quando um atomo, molécula ou fon é submetido a um campo magnético externo, a
energia do elétron desemparelhado varia devido a interagao entre o seu momento mag-
nético e o campo magnético, causando um desdobramento dos niveis de energia que é o
Efeito Zeeman (TIPLER et al., 2001). A variacao de energia necessaria para a mudanga

de estado de spin (AFE) é dada por

AE = g3H (3.7)

4530 ditas paramagnéticas as espécies que possuem elétrons desemparelhados (SAAB, 1999).
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onde 3 é o magnéton de Bohr, g é o fator giromagnético do elétron e H o campo magnético

sobre o material.

Essa energia faz com que o momento magnético transicione de uma posicao paralela
ao campo magnético H para uma posicao antiparalela a este. A obtencao dessa energia é
feita normalmente através da exposigao a um campo de frequéncia fixa (entre 10° e 102
Hz, na faixa de microondas) e varia-se o campo magnético perpendicular H, até que haja

ressonancia entre a radiagao incidente e transicao eletronica do sistema em estudo.

A técnica de RPE é baseada na deteccao da absorcao que resulta nesta transigao
eletronica que, no solo, ocorre para os ions de metais de transicao paramagnéticos como
Fe3t, Cu®t, Mn?*t e os compostos magnéticos radicais livres, que na MOS podem estar
presentes nas fragoes himica e nao humica. O espectro de RPE é apresentado como a

primeira derivada do sinal.

Na fragao humica os radicais livres sao representados principalmente por semiquino-
nas, e do seu espectro obtido por RPE, pode-se obter o niimero de elétrons desempare-
lhados, que é um indice de aromaticidade. Este ntimero ¢é obtido através da area do sinal
de RPE, calculada pela aproximagao da multiplicacao da intensidade do sinal (I) pela
largura de linha do sinal de RPE (AH) ao quadrado, ou seja, I x AH?, em comparagio

aos dados obtidos utilizando um rubi sintético como padrao secundario.

A medigao da largura de linha (H) permite avaliar diferengas entre os radicais livres

das SH, pois estd relacionada ao tempo de relaxacao dos spins. O valor ¢ é calculado a
) s

partir da magnitude do campo magnético no centro do sinal, e auxilia na caracterizacao

da natureza quimica do radical organico. A Figura 21 traz um exemplo do fenomeno de
RPE.

AE

i ms = +1/2

(@) 4 hv = gpH
ms =-1/2

(b) | A Absorgao de ERP

( i g
(c) /k/ 1? derivada do sinal

H i > H

Figura 21: Representagdo do fendmeno de RPE. (a) Desdobramento energético dos spins de um elétron.
(b) Sinal registrado pelo equipamento de RPE para a absor¢ao da radiacao incidente. (c) Primeira
derivada do sinal registrado, que permite a identificagdo de g. (FIALHO, 2007)
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Esta técnica permite a utilizagao de amostras sélidas, liquidas e gasosas, no entanto,
apresenta a desvantagem de limitar seu uso a solos fracionados quimicamente, ja que solos
em que ocorrem em grandes quantidades metais paramagnéticos, em especial o Fe3", tem
os sinais de RPE correspondentes sobrepondo os sinais dos radicais livres, nao sendo
possivel detecté-los (BAYER, 1996; DIECKOW et al., 2005; FIALHO, 2007; MARTINS,
2009).

Bayer et al. (2003) utilizaram RPE para estudar o efeito dos sistemas de manejo
plantio convencional, plantio direto e preparo minimo sobre o grau de humificacao da
MOS nas fragoes granulométricas da camada superficial de um Cambissolo Humico e

determinaram maior humificagao na fragao silte e menor no plantio direto.

3.3.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN
de 13C)

Na secao anterior vimos que o fenomeno RPE utiliza o efeito Zeeman que ocorre
devido a interacao entre os momentos magnéticos de elétrons desemparelhados e um campo
magnético. Como alguns nicleos atomicos também possuem momento magnético, seus

niveis de energia também podem ser desdobrados por um campo magnético.

A energia potencial de um momento magnético em um campo magnético é minima
quando sao paralelos e maxima quando em sentidos opostos. O momento magnético do
préton pode estar paralelo ao campo magnético (spin para cima) ou antiparelo (spin para

baixo).

Quando uma cole¢ao de atomos é irradiada com fétons de energia AFE, a diferenga
de energia entre as duas possiveis orientagoes, alguns dos nucleos realizam transicoes do
estado inferior para o superior por absorcao ressonante. Ao decair para o estado inferior,

os nicleos reemitem fétons com energia AE (Figura 22).

-142
E AE =RH =Fka
1/2
H=0 H=0
Figura 22: Niveis de energia para um nicleo de momento angular [ = 1/2 sob agdo de um campo

magnético H (SAAB, 1999).

A frequéncia correspondente a essa energia estd na faixa da radiofrequéncia (cerca de
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4 a 900 MHz), e a medida desta para a ressonancia de prétons livres pode ser utilizada

para determinar o momento magnético do proton.

Em uma molécula, o campo magnético sentido pelo préton resulta do campo externo
e do produzido pelos elétrons e nucleos vizinhos. A medida da frequéncia fornece infor-
magcoes a respeito do campo magnético interno da molécula, e esta é a técnica conhecida
como Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (TIPLER et al., 2001).

Para que o fenomeno ocorra, sao necessarios isétopos que contém spin nuclear [ # 0,
como é o caso do 'H, 3C, N, "0, entre outros. Com a técnica de RMN de 3C, é
possivel obter informagoes sobre o grau de aromaticidade e alifaticidade das amostras, fa-
zer caracterizagao estrutural e identificar compostos como ligninas, carboidratos, grupos
alquil, metoxilicos, fendlicos e carboxilicos entre outros. Além disso, a espectroscopia de
RMN permite medidas de pequenas diferencas de energia, as quais refletem pequenas dife-
rengas na estrutura molecular. Em espectroscopia de alta resolugao por RMN, separagao

de linhas de 0,1 Hz podem ser detectadas (SAAB,1999).

E possivel aplicar esta técnica em amostras sélidas e liquidas, com algumas limitagoes,
especialmente no estado sélido. Outro problema é que o isétopo *C' é pouco abundante
nesse tipo de amostra (FIALHO, 2007; MARTINS, 2009; SILVERSTEIN, 1994).

Canellas et al. (2007) e Gonzélez-Pérez et al. (2007) utilizaram RMN, RPE e Fluo-
rescéncia para determinar a qualidade da MOS de amostras de Cambissolo e encontraram
uma grande relacao entre as técnicas. Autores como Ferreira et al., (2004); Martin-Neto
et al, (1998) e Narimoto, (2006) e também utilizam a técnica de RMN para avaliar a
qualidade da MOS, por meio da quantificacao de C aromaticos e da proporcao de outros

grupos funcionais presentes.
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4 Material e métodos

Este capitulo é destinado a descricao dos materiais e dos métodos utilizados, iniciando
pela amostragem, onde sao dadas informacoes sobre o solo estudado; o fracionamento fisico
e o fracionamento quimico e a verificacao do teor de cinzas das amostras de AH; a anélise
elementar (razao C'/N); as técnicas espectroscopicas FIL, fluorescéncia de AH, absorcao
de UV-Visivel (razao E4/Es) e infravermelho.

4.1 Amostragem

As amostras de solo sao provenientes do municipio de Irati, regiao centro-sul do Pa-
rand no segundo planalto paranaense. As amostras Mata e plantio convencional foram
coletadas na comunidade de Barra Mansa, distrito de Gongalves Junior, com coordenadas
aproximadas S 25° 27" S e W 50° 45’ S. As amostras de solo sob plantio direto foram cole-
tadas na comunidade de Cerro da Ponte Alta, com coordenadas aproximadas S 25° 28’ S
e W 50° 54’ S Oeste. Um perfil do solo é apresentado na Figura 23 (BENASSI, 2008).

Figura 23: Perfil do solo utilizado (retirado de BENASSI (2008).
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O clima é classificado como Cfb subtropical imido mesotérmico, e tem como carac-
teristicas veroes frescos, geadas e nao apresentar estagoes secas. As temperaturas médias
da regido nos meses mais frio e mais quente sao, respectivamente, inferiores a 18 e 22 °C.
As médias mensais regionais de precipitacao pluviométrica e umidade relativa do ar sao
193,97 mm e 79, 58% e a altitude local est4 entre 800 e 836 m. O relevo é suave ondulado
(BENASSI, 2008).

A vegetacao original da regiao era a Floresta Ombroéfila Mista. Predominam materiais
pertencentes a formacgao Teresina, do periodo Permiano e Carbonifero. O solo se originou
de siltitos e atualmente nao é pedregoso nem rochoso e varia entre moderado e bem
drenado (BENASSI, 2008). O solo apresenta severas limitagoes ao uso agricola, como o

encrostamento superficial, que pode ser observado na Figura 24.

(a1) (a2)

Figura 24: Encrostamento superficial da Terra Branca Batumadeira. (a) Vista superficial. (b) Vista
lateral (retirado de BENASSI (2008)).

Formalmente o solo é classificado como Cambissolo, de acordo com Benassi (2008).
Cambissolo por ter horizonte B incipiente e Haplico pois a quantidade de carbono organico
total nao é suficiente para qualificar o solo como himico, e nao é flivico por nao ser de

origem sedimentar de rio.

Foram estudadas as amostras: Mata (MA ), plantio convencional (ME), Plantio direto
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de 6 anos (P6) e Plantio direto de 9 anos (P9).

A area de mata é area de floresta secundaria que foi cultivada pela tltima vez a cerca
de 35 anos, sem nunca ter havido revolvimento do solo e por isso os dados desta area

foram utilizados como referéncia para comparacao.

O sistema plantio convencional, foi cultivado em plantio direto de milho no verao e
adubos verdes de inverno (aveia, ervilhaca, azevem e nabo) por 7 anos e nos tltimos 2
anos foi realizado o plantio convencional de fumo (aracao e gradagem) e revolvimento com

grade niveladora para plantio de aveia e destruicao da soqueira de fumo.
O plantio direto de 6 anos teve o plantio de soja por 5 anos e milho por 1 ano.

O plantio direto de 9 anos teve cultivo de milho nos 3 primeiros anos, 5 anos de soja
e 1 ano de milho, nestas duas areas no inverno sempre foi utilizado aveia + ervilhaca,

centeio e nabo.
O solo sob plantio direto sofreu revolvimento de trés em trés anos (BENASSI, 2008).

Para coleta do solo foram abertas trincheiras no solo apds a distingao e separacao
dos horizontes e camadas, foram coletadas amostras deformadas de solo e acondicionadas
em sacos plasticos para posterior andlise (BENASSI, 2008). Somente o horizonte A, no
centro da camada 0 — 20 cm foi utilizado neste trabalho, por ser o que apresenta maiores

quantidades de matéria organica. As amostras de solo sao representativas da regiao.

4.2 Fracionamento fisico

O fracionamento fisico das amostras, para os quatro sistemas de manejo, foi realizado
no Laboratério de Pesquisa em Fisica Aplicada a Solos e Ciéncias Ambientais (FASCA)

do Departamento de Fisica da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

A obtengao das fragoes fisicas foi feita de acordo com a Tabela 3, que mostra os
tamanhos de particulas, baseados na Escala de Atterberg, da forma como foram utilizadas

neste trabalho!, utilizando o procedimento descrito por Martin-Neto et al. (1994).

As amostras foram preparadas moendo-se os torroes de solo em almofariz com pistilo
de agata e entao o solo foi seco em estufa, a temperaturas menores que 60 °C, pois a
MOS é destruida em temperaturas maiores que 60, 70 °C (ORLOV, 1974). Por¢oes de

20 g de cada amostra, em duplicata, foram separadas e entao submetidas a processos

1O limite entre as fracdes areia fina e areia grossa é dado pela malha da peneira utilizada.
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Tabela 3: Tamanho das particulas para cada fracao fisica do solo, utilizada neste trabalho.

Fracao | Limite de diametro das particulas (um)
argila 0—2

silte 2—-20

areia fina 20 — 53

areia grossa 53 — 1000

de dispersao para manter as particulas separadas e as fra¢oes obtidas nao contivessem
somente as partes mais facilmente dispersas, excluindo os compostos de agregados e que

sao, na verdade, uma composicao de particulas menores (CHRISTENSEN, 1992).

Na dispersao quimica, as amostras foram postas em solugoes contendo 200 mL de dgua
destilada e 10 mL de NaOH, 1 mol/L, agitadas manualmente e reservadas, permanecendo
em repouso por cerca de 24 horas. As solugoes foram entao submetidas ao processo fisico
de dispersao, o tratamento ultra-sonico, utilizando o processador ultrassonico Vibra-Cell
da Sonics, com poténcia média de 40,89 W e tempo total de 20 min em duas sessoes de 10
min para as amostras de mata, plantio convencional e plantio direto de 9 anos, somando a
energia total média de 49,07 J. Para o plantio direto de 6 anos a poténcia média utilizada
foi de 11,58 W e tempo total de 70 min em sessoes de 10 min, somando a energia total
média de 46,69 J.

Com aplicagao de ultra-som, ocorre o rompimento das ligacoes argila-matéria organica-
argila em microagregados tamanho silte ou maiores, sendo a energia necessaria para a
dispersao total do solo em particulas primérias (areia, silte e argila) relacionada a inten-
sidade e ao tipo de ligagoes existentes nos complexos organo-minerais (CHRISTENSEN;,
1992). Como este tratamento causa aumento de temperatura na solucao de solo, esta
permaneceu em banho de agua gelada, pois o aquecimento também reduz o desempenho
do aparelho o que pode trazer redugao nos niveis de argila (CHRISTENSEN, 1992). S4 et
al. (1999) mostraram que o indice de desagregacao estd relacionado com as caracteristicas
de cada solo, entre elas a composi¢ao mineralégica e o teor de C organico, principalmente

em baixos niveis de energia.

Imediatamente apds a dispersao das particulas do solo, cada amostra foi lavada com
agua destilada em uma peneira de 53 pum até que a agua saisse limpa para separar a
fracao areia grossa que foi reservada em placas de Petri para secar. A solugao que passou
pela peneira contém as demais fragdes e foi levada aos tubos de PVC (Figura 25) para

fracionamento por sedimentagcao.

Cada amostra sofreu agitagao mecanica para manter a dispersao, e permaneceu em
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Figura 25: Tubos de PVC para fracionamento fisico. (a) Representacao esquemdtica evidenciando os 5
cm de decantagdo. (b) Fotografia da mesa de fracionamento.

repouso durante o tempo ¢ (s) (dependente da temperatura) necessario para que somente
particulas de diametro desejado permanecessem acima da marcacao. Este tempo é dado

pela Lei de Stokes:
18hn

~ 9D(d, — di)
onde h ¢é a distancia de decantacdo (5 cm); 1 é a viscosidade de dgua (poise), um valor
tabelado que depende da temperatura do liquido (TANNER,; JACKSON, 1947); g é a

(4.1)

aceleragao local da gravidade (978 cm/s?); D é o tamanho mdximo da particula desejada
(2 wm ou 2 x 107* cm para a fragao argila e 20 ym ou 2 x 1073 cm para a fragao silte);

d, é a densidade da particula (2,54 g/cm?) e d; é a densidade da 4gua (1 g/cm?).

Durante este tempo, as particulas movem-se em velocidade constante, devido a re-
sisténcia do fluido, que é maior para particula de maiores massas, e portanto, maiores
diametros. Esta velocidade de equilibrio é atingida quase que instantaneamente, e o
tempo dado pela equacdo (4.1) pode ser empregado para a obtencdo das fragoes fisicas
ou para a determinacao da distribuicao das particulas do solo, considerando as particulas
esféricas, de densidade uniforme, que decantem individualmente, que o fluxo de fluido ao
redor delas é laminar e que as particulas sao grandes o suficiente para sofrer intervengoes

pelos movimentos térmicos das moléculas do fluido.

A aliquota retirada foi entao guardada em recipientes, e, para cada litro da fracao
argila, foram adicionados 10 mL de solu¢ao de C'aCly 1 mol/L. Este procedimento leva a

floculagao da argila para posterior sifonacao. As amostras foram entao reservadas.

Os tubos de PVC foram preenchidos novamente com agua destilada e o procedimento
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repetiu-se por 52 vezes até que a dgua saisse clara, indicando que toda a fracao argila ja
havia sido retirada. A coleta da fracao silte foi feita pelo mesmo procedimento, porém

sem a necessidade da utilizacao de C'aC'l,, totalizando 30 coletas para cada amostra.

O material remanescente no tubo consistia na fracao areia fina. Todas as amostras
foram secas em estufa a temperaturas menores que 60 °C. A massa de cada fracao foi
obtida em balanga analitica de precisao (MARTINS, 2009; FAVORETTO, 2007).

4.3 Fracionamento quimico

A extracao e purificagao dos AH via fracionamento quimico ocorreu, para os quatro
sistemas de manejo, no Laboratorio de Preparagao de Amostras da Embrapa Instrumenta-
¢ao Agropecuaria - Sao Carlos, SP, e no Laboratério de Fisica Aplicada a Solos e Ciéncias
Ambientais (FASCA) do Departamento de Fisica da Universidade Estadual de Ponta
Grossa, utilizando uma adaptacao do método sugerido pela Sociedade Internacional de

Substancias Himicas (IHSS) e por Swift (1996).

Neste procedimento sao obtidas as fragoes de acordo com a solubilidade: acidos hu-

micos, filvicos e huminas, sendo que somente os AH foram utilizados neste trabalho.

Foram utilizados 100 g de solo macerado, seco e peneirado (2 mm). O solo foi posto
em 1 L de solugao de HC'L, 0,1 M, com pH entre 1 e 2. As amostras foram agitadas
mecanicamente durante 1 hora, com bastao de vidro e aguardou-se durante 3 horas para
a decantagao. O sobrenadante consiste em AF (extrato 1), que é soliivel em qualquer pH,
e foi retirado por sifonagao. O residuo sélido foi neutralizado com 1 L de NaOH, 0,1 M,
com pH entre 12 e 13. A soluc¢ao sofreu agitagdo mecanica durante 4 horas, com bastao de
vidro, e decantou por 20 h para que o AH e AF (extrato 2) se dissolvesse e fosse removido.

O precipitado consiste de humina.

O sobrenadante foi levado a centrifuga por 10 min, a 25°C e 10000 rpm, em rotor
de 250 mL. O precipitado é humina. Acidificou-se o sobrenadante com HCI, 6 M, na
proporgao 1/1 (dgua/dcido), em constante agitagdo para obter pH entre 1 e 1,5. A

solucao assentou-se por 12 — 16 horas.

O sobrenadante ¢ AF (extrato 3) e foi sifonado e levou-se o restante a centrifuga para
ser totalmente retirado. O AH foi entao redissolvido através da adigdo do menor volume

possivel de KOH 0,1 M. A mistura foi agitada em mesa agitadora por 2 horas.

O processo de purificagao iniciou-se com a adi¢ao de HC'l sélido em quantidade sufici-
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ente (de acordo com o volume de KOH adicionado) para alcangar a concentragao de 0,3
M de [K*]. A solugao foi centrifugada para remover os sélidos suspensos. O precipitado
foi descartado e ao sobrenadante foi adicionado HCI, 6 M, pH 1, para precipitar o AH.

A mistura permaneceu em repouso por 12 — 16 horas.

A solucao foi novamente levada a centrifuga e o sobrenadante acidificado. O precipi-
tado de AH foi ressuspenso, em recipientes plasticos, em 100 mL de HCI, 0,1 M e HF,

0,3 M. A solugao foi agitada por 12 — 16 horas e repetiu-se o procedimento.

Apdés nova centrifugacao e descarte do sobrenadante, o AH foi transferido para tubos
de didlise. A solucao permaneceu em didlise por 7 dias com dgua miliQ?. Apds isso, as

amostras foram liofilizadas.

As amostras foram purificadas duas vezes para realizacao da andlise de infravermelho.

4.3.1 Analise de teor de cinzas das amostras de AH

Para a verificacao da pureza dos AH, o teor de cinzas amostras de AH foi obtido por
calcinagao em cadinho de porcelana. Aproximadamente 30 mg de AH permaneceram a
700°C, em mufla, durante 2 horas. Os cadinhos ja haviam sido calcinados nas mesmas

condicoes para evitar impurezas.

Foram medidas as massas inicial de AH e a restante apds calcinacao. A altas tem-
peraturas, a matéria organica ¢ eliminada e o material restante é material inorganico,
que resistiu ao processo de purificacdo de AH durante o fracionamento fisico, chamado de

cinzas.

A anadlise foi feita em duplicada e a porcentagem de cinzas utilizada foi a média entre

os dois valores obtidos.

4.4 Analise elementar: razao C/N

A metodologia de quantificacao de carbono orgéancio total é uma andlise rdpida, alta-

mente reprodutivel e facilmente automatizada (SEGNINI, 2007).

Para verificar o teor de C' e N das amostras de solo inteiro e fracionado fisicamente,

foram utilizados 150 mg de solo seco, moido e peneirado em malha de 150 mesh.

2Agua ultra-pura que passou pelo processo de destilagao, deionizagao e purificagdo em um sistema
Milli-Q fornecido pela Millipore Corporation e por filtragao em uma membrana. Possui resistividade
maior que 18,2 M ) cm e é utilizada em estudos de sistemas biolégicos altamente sensiveis.
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Os valores foram determinados com o Determinador Elementar de C e N, TRUS
PEC CN LECO, do Laboratorio de Matéria Organica do Departamento de Ciéncias do
Solo e Engenharia Agricola da Universidade Estadual de Ponta Grossa. O aparelho faz
a combustao das amostras em um forno a 950 °C e o gas proveniente dessa combustao
¢é purificado e trés porcoes deste gas sao analisadas por um detector de infravermelho
que mede o teor de C' e o teor de N através de uma célula de condutividade térmica,
comparando com uma amostra cujos teores de C' e N sao conhecidos. Sao feitas tres
repetigoes para cada amostra (MARTINS, 2009).

A partir destes valores pode-se obter a razao C'/N para estudo auxiliar da humificagao

do solo.

4.5 Espectroscopia de fluorescéncia induzida por la-
ser (FIL)

As medidas de FIL foram realizadas no espectrometro do Laboratério de Espectros-
copia da Embrapa Instrumentacao Agropecudria - Sao Carlos, SP, para o solo inteiro
(com as amostras peneiradas em malha de 1 mm e secas em estufa até 60°C) e fracionado

fisicamente.

Os parametros utilizados para a realizacdo das medidas foram: Lock-in 100 mV,
fotomultiplicadora 850 V, o laser de argonio da marca Coherent, modelo Innova 90-6,
com comprimento de onda de 458 nm e poténcia do laser 300 mW. A varredura foi feita

entre 470 e 650 nm (MILORI et al. 2006).

O espectro da fluorescéncia é de emissao, formado pelas diferentes intensidades emi-

tidas pela relaxacao dos componentes da amostra.

A Figura 26(a) mostra a janela de quartzo em que as amostras, em pé, foram colocadas
para realizacdo das medidas e a 26(b) traz a mesa 6ptica montada no Laboratério de

Espectroscopia da Embrapa Instrumentacao Agropecuaria, Sao Carlos, SP para medidas
de FIL.

Foram feitas trés repeticoes da medida de FIL por amostra e foram obtidos valores

médios de intensidade a partir destes.

Os dados de C' utilizados para normalizar a area da fluorescéncia, de acordo com a

equacao (3.3), sao os mesmos obtidos pelo procedimento descrito na se¢do anterior.
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(a) (b)

Figura 26: (a) Janela de quartzo. (b) Mesa 6ptica para FIL.

4.6 Espectroscopia de fluorescéncia de AH

As andlises de fluorescéncia foram feitas no laboratério de Caracterizagao Fisico-
Quimica, do Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Ponta Grossa, utili-

zando as amostras de AH para cada sistema de plantio obtidas no fracionamento quimico.

Na presenca de um solvente, as linhas sao alargadas e fundidas junto, alargando o
espectro (EWING, 1972), por isso, cada amostra de AH foi dissolvida em solugao de
NaHCOj3 (bicarbonato de sédio), 0,05 mol/L. O solvente escolhido é béasico devido as
propriedades de solubilidade do AH3.

Milori et al. (2002b) determinaram a concentragao de AH de 20 mg/L e o pH em

torno de 8, como sendo ideais para as andlises.

O equipamento utilizado foi o Varian Cary Equipel - Fluorescence espectrophotometer
e os espectros obtidos foram de emissao, onde mantém-se fixo o comprimento de onda de
excitacao e verifica-se a intensidade da fluorescéncia emitida para uma determinada faixa

de comprimentos de onda. O recipiente utilizado foi uma célula de quartzo da HELLMA.

Para o Método de Zsolnay et al., (1999) o comprimento de onda para excita¢ao uti-
lizado foi 240 nm e a varredura ocorreu entre 350 e 650 nm. O espectro de emissao foi
dividido em quatro regides e o grau de humificagao foi calulado por meio da razao A,/A;,

onde A, é a area da regiao entre 570 e 641 nm e A; entre 356 e 432 nm.

Para o Método de Milori et al., (2002b) a excitacao foi em 465 nm e a varredura

entre 475 e 650 nm, como indicado na literatura e a humificacao é dada pela area total

30 bicarbonato de sédio (NaHCO3) pode dissolver o AH por ser um sal bdsico. Sais bésicos tem a
propriedade de liberar OH e tornar o meio basico, ou seja, propicio para a dissolugao dos AH, o que s6
ocorre em meios basicos.
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da fluorescéncia, aqui denominada Ayes (MILORI et al., 2002b).

Foram feitas trés repeticoes da medida de FIL por amostra e foram obtidos valores
médios de intensidade a partir destes. Para ambos os métodos foi realizada a medida do

branco, onde foi obtido o espectro somente do recipiente.

4.7 Espectroscopia de absorc¢ao de luz UV-Visivel (ra-
Zao E4/E6)

As amostras de AH dos quatro sistemas de manejo foram analizadas por Espectrosco-
pia de absorgao de luz UV-Visivel no laboratério de Quimica/Pesquisa: Quimica Analitica
e Quimica Inorganica, do Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Ponta

Grossa.

As analises foram feitas com 3 mg de AH dissolvidos em solugao de NaHCOs3, 0,05

mol/L, da mesma forma que para a realiza¢ado das medidas de fluorescéncia de AH.

Os espectros foram obtidos pelo Espectrofotometro Multispec-1501 da Shimadzu, na
regiao de 200 a 800 nm, com lampadas de deutério e tungsténio. O branco foi obtido pelo

espectro da solucao de dgua e bicarbonato de sédio, a mesma utilizada para a dissolugao
dos AH (CHEN; SENESI; SCHNITZER, 1977).

A razao E,/FEjg foi obtida através da divisao das absorbancias em 465 e 665 nm (SE-
NESI et al., 2003). Foram feitas trés repetigoes da medida de absorc¢ao de luz UV-Visivel

por amostra e foram obtidos valores médios de intensidade a partir destes.

4.8 Espectroscopia de infravermelho com transfor-
mada de Fourier (IV)

A analise de IV foi feita para pastilhas preparadas com 1 mg de AH, que passou pelo
processo de purificagdo uma e duas vezes, e 100 mg de K Br seco. A mistura de amostra

e K Br foi homogeneizada em almofariz e pistilo.

Os espectros foram obtidos a partir de 40 varreduras no intervalo de 4000 a 400 cm™!

utilizando o espectrometro da marca NICOLET 4700 do Laboratério de Espectroscopia
no Laboratério de Andlise Térmica e Espectroscopica pertencente ao Departamento de

Engenharia de Materiais da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
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5 Resultados e discussao

Este capitulo traz os resultados e a discussao dos dados obtidos no fracionamento
fisico, fracionamento quimico, IV, e andlise elementar (razao C'/N) do solo inteiro e das
fragoes fisicas. A espectroscopias de FIL (solo inteiro e fragoes fisicas) foi a principal
técnica utilizada neste trabalho. Para verificacao da validade dos resultados obtidos por
FIL, foram utilizadas analises de espectroscopia de fluorescéncia de AH e absorcao de
UV-Visivel (razao E;/Eg).

5.1 Fracionamento fisico

A Tabela 4 expoe os valores da quantificacao das fragoes do solo. A média dos desvios

entre as duplicatas foi de 0, 75.

Tabela 4: Percentagem da fracao granulométrica em relagao a massa total de solo, por sistema de plantio.

% de massa de solo
‘ Mata PC PD 6 anos PD 9 anos

argila (< 2 pm) 352 350 425 9.6
silte (2 — 20 um) 36,4 32,3 24.0 18,7
areia fina (20 — 53 um) | 21,5 221 22,1 18,6
areia grossa (> 53 um) | 6,8 10,5 11,4 13,1

E possivel perceber que o solo nativo apresentou porcentagens muito préximas de fra-
¢oes argila e silte, com um maior teor desta tltima fracao. No sistema plantio convencional
aumenta o teor de argila e diminui o de silte, tendéncia que se acentua nas amostras sob
plantio direto, aumentando ainda mais com o tempo de uso deste manejo, sendo que, o
sistema plantio direto de 9 anos apresenta a maior diferenga argila/silte. Pode-se verificar
também que o teor de areia fina é muito parecido para todos as amostras estudadas e a

porcentagem de areia grossa ¢ a menor para todos os solos.

Uma comparagao da porcentagem das fragoes fisica para cada sistema de manejo é

apresentada na Figura 27. O solo sobre plantio direto de 9 anos possui os maiores teores
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de argila, sendo que as porcentagens aumentam com o tempo de utilizacdo desse sistema
b s
de manejo, enquanto que mata e plantio convencional apresentam porcentagens muito
)
proximas para esta fracao. A mata é a fracao que possui maior teor de silte e o sistema
plantio convencional apresenta porcentagem um pouco menor. Os valores diminuem ainda

mais nas amostras sob plantio direto, tendo menor valor para o de 9 anos.
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Figura 27: Comparagdo entre as porcentagens de fragdo para cada sistema de manejo. (a) fragao argila,
(b) fragao silte, (c) fracdo areia fina e (d) fragdo areia grossa. MA = mata, PC = plantio convencional,
P6 = plantio direto de seis anos e P9 = plantio direto de nove anos.

Aumentos no teor de argila sao compensados com diminui¢ao nas porcentagens de
silte. Os teores de areia fina nao sofreram grande variagao, com excecao do plantio direto
9 anos, que apresentou menor teor desta fracao. A fracao areia grossa apresenta a mesma

tendéncia encontrada nas porcentagens de argila.

Autores como Martins (2009) e Beutler et al. (2001), estudando latossolos, encontra-
ram menores teores da fracao argila em amostras com maiores taxas de matéria organica,
ou seja, com maiores valores de C', que implicariam em maior dificuldade de desagregagao
do solo. O mesmo nao ocorreu com este solo, como pode-se verificar comparando os dados

do fracionamento com os valores de C', para o solo inteiro, dados pela Tabela 6: o menor
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valor de C' ocorre para a mata que ¢é justamente o sistema que apresentou maior teor de
argila e o plantio direto de 9 anos, que apresentou maior valor de C' tem o menor teor de
argila, ou seja, a relagao entre o teor de C' e desagregagao comporta-se ao contrario do

esperado em comparacao com o estudo de latossolos.

No estudo de um Cambissolo Huimico sob plantio direto, preparo reduzido e plantio
convencional, Bayer et al. (2003) verificaram que a porcentagem da fragdo argila foi a
maior para todos os sistemas de manejo, diminuindo para a fracao silte, areia fina, e areia
grossa, nessa ordem, sendo que o aumento do teor de fracao argila esteve inversamente
relacionado ao aumento da porcentagem de C', assim como os resultados obtidos por
Martins (2009) e Beutler et al. (2001).

5.2 Fracionamento quimico

As quatro amostras de solo foram fracionadas quimicamente para obter os AH. Dos
100 g submetidos ao procedimento, foram obtidos entre 204 e 430 mg de AH apds um e
dois processos de purificacao, dos quais foi feita analise de pureza para verificacao do teor
de cinza. A porcentagem de material que restou apos calcinagao esta mostrada na Tabela
5.

Tabela 5: Teores de cinza dos AH.

Amostra de AH | % cinzas (1 purificagdo) | % cinzas (2 purificagdes)
Mata 2,2 3,9
Plantio convencional 1,5 3,5
Plantio direto - 6 anos 7,1 0,9
Plantio direto - 9 anos 17,5 3,1

Os teores de cinzas determinados para o AH, apds uma purificacao, situaram-se entre
1,5 e 17,5% e apds duas purificacoes entre 0,9 e 3,9%. Teores de cinzas abaixo de
5% indicam que a amostra estd praticamente livre das fracoes minerais, eliminados no
fracionamento quimico (SEGNINI, 2007). Dessa forma, as amostras apés duas purificagoes

estao aptas para as andlises espectroscopicas.

A secao 5.3 que analisa os espectros de IV das amostras de AH evidencia a presenca

de impurezas nas amostras que passaram por apenas um processo de purificacao.
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5.3 Espectroscopia de infravermelho com transfor-
mada de Fourier (IV)

A espectroscopia de IV pode ser utilizada para a identificacao de grupos funcionais,
mas nao providencia informacoes detalhadas sobre mudancas quimicas ou estruturais nos
AH para os diferentes sistemas de manejo (GONZALES—PEREZ et al., 2004).

A Figura 28 compara os espectros de IV obtidos para os acidos hiimicos que passaram
por um e por dois processos de purificagao. Nestes espectros destas Figuras, é possivel
perceber que somente um processo de purificagao nao foi suficiente para eliminar a fragao
mineral das amostras, o que pode ser visto na diferenca entre espectros da mesma amostra,

em especial na regiao entre 3650 e 3380 cm ™!,
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Figura 28: Espectros de IV para os dcidos himicos das amostras: (a) MA (mata); (b) PC (plantio
convencional); (c) P6 (plantio direto de seis anos) e (d) P9 (plantio direto de nove anos).

Nesta regiao, ocorre a absor¢ao no IV de grande parte das impurezas minerais como
pode ser observado na Tabela 2 da secao 3.2.3, e sao apontadas na Figura 29. Os picos

mostrados na Figura 29 em 3568, 3522 e 3441 cm ™! sdo referentes ao estiramento OH em
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Figura 29: Espectro de IV para os 4cidos hiimicos da amostra plantio direto de seis anos, com tunica
purificagao. Em destaque estao os picos referentes as impurezas minerais.

A Figura 30 mostra um dos espectros de absor¢ao de IV dos AH duplamente purifi-

cados, explicitando suas bandas de absorcao referentes as moléculas organicas.
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Figura 30: Espectro de IV para os acidos hiimicos da amostra plantio direto de nove anos, com dupla

purificagao. Em destaque estao os picos referentes

as moléculas organicas.

Foram observados nesses espectros de IV algumas bandas caracteristicas, de acordo
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com a Tabela 1 da secao 3.2.3. A banda larga centrada em 3251 cm™! corresponde a
uma sobreposicao das bandas referentes ao estiramento O — H, estiramento N — H e

estiramento OH ligado e ao estiramento C' — H aromdtico. O pico em 2948 cm™!

[N

devido ao estiramento C' — H alifatico. Estiramentos C' = C dos anéis aromaticos e
estiramentos assimétrico C' — O dos ions carboxilato COO™ resultam no pico encontrado
em 1605 cm™t. O pico em 1395 cm™! é formado por estiramentos C' — O de OH fendlico,
deformacoes O — H e estiramentos simétricos dos fons COO~. Em 1243 cm ™, observou-se
o pico referente ao estiramento simétrico C'— O, deformacao OH dos COOH , estiramento
C' — O de alcoois, éteres, esteres e fendis. O pico encontrado em 1033 cm™! é relativo
ao estiramento C' — O de polissacarideos, mas pode também estar associado a impurezas
St — O — Si de silicatos, indicando a presenca de material inorganico, nao completamente

removido durante o processo de purificacao.

O pico em 2364 cm ™!, em diferentes intensidades mas em todas as amostras, é referente

ao C'O, do ambiente, e estd em evidéncia na Figura 31, e nao é proveniente da amostra.
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Figura 31: Espectro de IV para os dcidos hiimicos da amostra pantio convencional, com dupla purificagao.
Em destaque esta o pico referentes ao C'Os.

Resultados semelhantes aos da andlise dos espectros de IV aqui apresentados foram
encontrados na analise de AH por IV por Fialho (2007), Gonzalez-Pérez et al. (2004) e
Senesi (2003).
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5.4 Analise elementar: razao C/IN

5.4.1 Solo inteiro

A Tabela 6 mostra os valores obtidos por andlise elementar para o teor de C' N e a

razao C'/N para as amostras de solo inteiro.

Tabela 6: Teor de C' N e razdo C'/N para as amostras de solo inteiro e fracionado.

Amostra | Teor de C' (g/kg) Teor de N (g/kg) Razao C/N
mata - solo inteiro 13,4 4,6 2,9
plantio convencional - solo inteiro 14,0 4,5 3,1
plantio direto 6 anos - solo inteiro 13,8 4,4 3,1
plantio direto 9 anos - solo inteiro 16,8 4,2 4,0

Bayer et al. (2003) e Martins (2009), encontraram os maiores teores de C' para o
solo inteiro em plantio direto. Os resultados aqui apresentados também mostram maior
teor de C para plantio direto com nove anos de duragao (a amostra mais argilosa), o que
pode ser melhor visualizado na Figura 32. A explicacao para isto é que no plantio direto
se mantém os restos de vegetacao no solo durante seu uso, especialmente no horizonte

superficial que é objeto deste estudo.

-
0o
1

{ [ Teor de C (g/kg)
[_ITeorde N (g/kg)

-
o
|

N
£
|

- -
o N
|

(o]
| -

Teorde C e de N (g/kg)

MA PC P6 P9

Figura 32: Teor de C' e de N comparativo entre os sistemas de manejo para o solo inteiro. MA = mata,
PC = plantio convencional, P6 = plantio direto de seis anos e P9 = plantio direto de nove anos.

Segnini (2007) nao obteve diferencas no teor de C' para amostras em plantio convencio-

nal e plantio direto, sem adi¢ao de calcario, de um Latossolo Vermelho Eutroférrico muito
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argiloso. Porém, passados 6 anos da primeira amostragem, a porcentagem de carbono

diminuiu para o plantio convencional, e aumento com o uso do plantio direto.

Nao houve diferenca do teor de C' para as amostras plantio direto de 6 anos e plantio
convencional, o que pode ser justificado pelo revolvimento a cada trés anos das amostras
sob plantio direto, como descrito na se¢ao 4.1. Segnini (2007) obteve maiores valores de

C para areas de mata nativa, o que nao ocorreu neste experimento.

Os teores de N nao se alteraram para estas amostras, ao contrario de Martins (2009)

que obteve valores maiores de teor de N para o plantio direto.

Uma comparacgao entre os valores da razao C'/N para o solo inteiro estd na Figura 33
na qual é possivel perceber que a razao C'/N segue a mesma ordem do teor de C', sendo que
a mata apresenta o menor valor, o que esta relacionado a um maior grau de humificacao,
e o plantio direto a maior razao, relacionada a menor humificacao, e as amostras plantio

convencional e plantio direto de 6 anos apresentam valores muito semelhantes.
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Figura 33: Comparativo da razao C'/N entre os sistemas de manejo para o solo inteiro. MA = mata, PC
= plantio convencional, P6 = plantio direto de seis anos e P9 = plantio direto de nove anos.

Fialho (2007) verificou limitacoes neste método ao analisar a correlacdo entre a razao
C'/N e os indices espectroscépicos, estudando o processo de compostagem. A razao C'/N
estabilizou-se a partir de 60 dias de processo, enquanto que os indices espectroscopicos

continuaram variando.
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5.4.2 Fracgoes fisicas do solo

A Tabela 7 mostra os valores obtidos por analise elementar para o teor de C' N e a

razao C'/N para as amostras do solo fracionado.

Tabela 7: Teor de C, N e razao C/N para as amostras do solo.

Amostra | Teor de C' (g/kg) Teor de N (g/kg) Razao C/N
mata - argila 30,3 2,9 10,3
mata - silte 6,1 0,8 7,6
mata - areia fina 3,4 0,8 4,0
mata - areia grossa 10,2 0,7 14,8
plantio convencional - argila 25,0 2,5 10,1
plantio convencional - silte 8,0 0,6 13,8
plantio convencional - areia fina 6,9 0,3 21,5
plantio convencional - areia grossa 9,3 0,6 16,3
plantio direto 6 anos - argila 23,4 2,6 8,9
plantio direto 6 anos - silte 9,0 1,0 9,3
plantio direto 6 anos - areia fina 4,1 0,7 6,0
plantio direto 6 anos - areia grossa 2,7 0,7 4,5
plantio direto 9 anos - argila 18,6 1,8 10,3
plantio direto 9 anos - silte 10,5 0,9 11,8
plantio direto 9 anos - areia fina 5,5 0,5 10,6
plantio direto 9 anos - areia grossa 3,0 0,5 6,3

E possivel verificar utilizando a Figura 34, que compara os teores de C' e N entre as
fragoes fisicas e os sistemas de manejo, que a fracao argila foi a que apresentou maiores
porcentagens de C' e de N, e que ha menos carbono e nitrogénio disponivel na argila do
plantio direto que nos demais sistemas de manejo, sendo que a argila da mata foi a com

maior teor de C' e de N.
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Figura 34: Teor de C' e de N comparativo entre os sistemas de manejo e fragoes fisicas. MA = mata, PC
= plantio convencional, P6 = plantio direto de seis anos, P9 = plantio direto de nove anos, ar = argila,
sl = silte, af = areia fina e ag = areia grossa.

O maior teor de C' na fracao argila pode ser explicado pelo fato de esta fracao ser
mais reativa (maior superficie especifica) que as demais, promovendo mais liga¢oes com o

carbono, e também pela protegao fisica gerada na MOS pelas particulas de argila.

Para as amostras sob plantio direto, as porcentagens diminuem com o aumento do
tamanho da fracao, e que nao ocorre para os demais sistemas. Neles, os teores diminuem
no silte e mais ainda na areia fina, mas tornam a aumentar na fracao areia grossa. Assim,
no plantio direto a fragao silte possui maior teor de C, e as fracoes areia fina e areia grossa

um teor menor que a mata e o plantio convencional.

Comparativamente as mesmas fragoes dos demais sistemas de plantio, a razao C'//N,
Figura 35, foi maior para o sistema plantio convencional, que em geral apresenta os me-
nores teores de nitrogénio. A fragao areia fina da mata apresentou o menor valor, pois
apresentou o menor dos teores de C. Como a razao C'/N traz informagoes sobre o grau
de humificagao e que quanto menor o valor dessa razao mais humificado é o solo (ZECH,
1997), podemos dizer, por esta analise, que a areia fina da mata apresentou maior grau de
humificacao. O menor grau de humificagao foi obtido para a areia fina do sistema plantio

convencional.
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Figura 35: Comparativo da razao C'/N entre os sistemas de manejo e fragoes fisicas. MA = mata, PC =
plantio convencional, P6 = plantio direto de seis anos, P9 = plantio direto de nove anos, ar = argila, sl
= silte, af = areia fina e ag = areia grossa.

Nas amostras sob plantio direto, a fracao areia grossa apresentou menor razao C'/N e a
fracao silte maior valor para esta razao. Este resultado estd de acordo com Martins (2009)
que, ao estudar um latossolo, obteve menor razao para a fragao areia grossa e maior valor
para o silte para todos os sistemas de manejo estudados, plantio direto, preparo minimo

e plantio convencional.

5.5 Espectroscopia de fluorescéncia induzida por la-
ser (FIL)

5.5.1 Solo inteiro

Na Figura 36 estao apresentados os espectros de emissao da fluorescéncia das amostras
de solo inteiro. A emissao se deu no mesmo comprimento de onda, com picos entre 521

523 nm, o que caracteriza os mesmos fluoréforos.

A Figura mostra que a maior intensidade de fluorescéncia ocorreu para o plantio direto

de 9 anos, o que se deve a grande disponibilidade de matéria organica proveniente dos
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Figura 36: Espectros de emissao de fluorescéncia obtidos por FIL para as amostras de solo inteiro. MA
= mata, PC = plantio convencional, P6 = plantio direto de seis anos e P9 = plantio direto de nove anos.

restos de vegetacao deixadas no solo e esta de acordo com o maior teor de C' verificado na
Tabela 6. A menor intensidade se deu para a mata e para o plantio direto de 6 anos. A
Tabela 8 mostra a humificacao para cada amostra, que é dada pela area da fluorescéncia

normalizada pelo teor de carbono (Equagao 3.3), disponibilizado na Tabela 6.

Tabela 8: Indice de humificacdo obtidos por FIL (HpIL) das amostras de solo inteiro.

Amostra ‘ Hprp (u.a.)
mata - solo inteiro 19,6
plantio convencional - solo inteiro 20,6
plantio direto 6 anos - solo inteiro 18,6
plantio direto 9 anos - solo inteiro 19,5

A Figura 37 compara os indices de humificacdo mostrados na Tabela 8, para o solo
inteiro de todos os sistemas de plantio. Na Figura, que inclui o desvio padrao das trés

medidas, é possivel verificar que nao ha discrepancia entre os sistemas de plantio.

Favoretto (2008) e Martins (2009), estudando o grau de humificagao de latossolos em
diferentes sistemas de manejo por FIL, e Bayer et al. (2003), estudando a humificagao
de um Cambissolo Humico utilizando RPE, obtiveram os menores indices de humificagao
para amostras submetidas ao plantio direto e maiores para o plantio convencional. Este
também era o resultado esperado para este Cambissolo Haplico, pois no plantio direto es-

tao presentes materiais organicos mais labeis devido a incorporacao de maior quantidade
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Figura 37: Indice de humificacdo obtidos por FIL (Hp;;,) comparativo para o solo inteiro entre os sistemas
de manejo: MA = mata, PC = plantio convencional, P6 = plantio direto de seis anos e P9 = plantio
direto de nove anos.

de MO recente, propiciando um aumento das estruturas alifaticas (SEGNINI, 2007), en-
quanto que o plantio convencional propicia um aumento das estruturas aromaticas, mais

humificadas.

Os resultados encontrados neste trabalho podem ser explicados pelo histérico do solo.
Como visto na segao 4.1, os agricultores da regiao revolvem o solo no plantio direto. Além
disso, a profundidade no horizonte A (aproximadamente 20 cm) do solo estudado pode ser
grande para verificar o efeito do plantio na humificacao da MOS. Os resultados obtidos por
Milori et al. (2006) mostraram que a partir de 15 cm de profundidade o solo submetido ao
PD possui igual ou maior humificagao ja em profundidade menores de 10 cm a MOS sob
PD possui menor humificacao em comparacao ao PC. Estes fatos provavelmente fazem
com que a quantidade de MOS humificada nao atinja o grau esperado para um plantio
convencional, e nao ocorram diferencas, em termos qualitativos ou de estabilidade, entre

0s manejos.

Segnini (2007) nao obteve diferengas no grau de humificacao da MOS obtido por FIL
de um Latossolo Vermelho Eutroférrico muito argiloso, submetido ao plantio convencional
e ao plantio direto, sem adicao de calcario. Passados 6 anos da primeira amostragem,
a humificacao do plantio direto diminuiu. O mesmo autor, ao analisar a humificacao de
amostras de solo submetidos ao cultivo minimo e plantio direto de 6, 14 e 22 anos observou

que os indices de humificacao nao sofrem variagao.
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A Figura 38 mostra os espectros de emissao de fluorescéncia para o solo fracionado. A

emissao se deu no mesmo comprimento de onda o que caracteriza os mesmos fluoréforos.
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Figura 38: Espectros de emissao de fluorescéncia obtidos por FIL. a) Fragoes fisicas da Mata. b) Fragoes
fisicas do Plantio convencional. ¢) Fragoes fisicas do Plantio direto de 6 anos. d) Fragoes fisicas do Plantio
direto de 9 anos.

A intensidade das curvas de fluorescéncia esta intimamente relacionada a concentracao
de C' organico presente em estruturas rigidas, assim, na Figura 38, pode-se notar que
possuem maior concentragao de C', em ordem decrescente, as fragoes areia fina, silte,
argila e areia grossa, com excecao do plantio direto de 6 anos, que possui semelhantes as

curvas das fracoes silte e areia fina.

O mesmo padrao nao ocorre quando normalizamos a area da fluorescéncia com o teor
de carbono, mostrado na Tabela 7, de acordo com a Equagao (3.3), para obter o grau de

humificagao das amostras de solo (Hpjy), mostrados na Tabela 9. Nela verifica-se que,
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apos a normalizacao, a fragao argila é sempre a menos humificada, mesmo nao sendo a
fracao que apresenta menor area de fluorescéncia. Isto ocorre porque o carbono presente
nessa fracao nao sofre estabilizacdo quimica, mas fisica, devida ao encapsulamento pro-
movido pelos minerais altamente reativos dessa fracao. A fracao areia fina que apresenta

a maior area de FIL é também a mais humificada.

Tabela 9: Indice de humificacio obtidos por FIL (Hprr) das fragoes fisicas.

Amostra ‘ Hprp (ua.)
mata - argila 14,2
mata - silte 126, 0
mata - areia fina 253,3
mata - areia grossa 25,8
plantio convencional - argila 17,6
plantio convencional - silte 84,1
plantio convencional - areia fina 121,8
plantio convencional - areia grossa 41,2
plantio direto 6 anos - argila 23,1
plantio direto 6 anos - silte 74,0
plantio direto 6 anos - areia fina 144, 4
plantio direto 6 anos - areia grossa 125,0
plantio direto 9 anos - argila 24,5
plantio direto 9 anos - silte 98,9
plantio direto 9 anos - areia fina 282, 2
plantio direto 9 anos - areia grossa 129,5

Estas andlises podem ser melhor vizualizadas na Figura 39, que esquematiza compa-
rativamente os indices de humificacao mostrados na Tabela 9, para as fracoes fisicas do

solo.

Nos sistemas mata e plantio convencional, a fracao silte é mais humificada que a fracao

areia grossa enquanto que para o plantio direto a situagao se inverte.

A fragao areia fina é a mais humificada pois ela, em geral, apresenta o sinal mais
intenso de fluorescéncia (Figura 38) para o menor teor de C' organico (Tabela 7). Isto
ocorre porque nesta fragao nao ha protecao fisica da matéria organica, como ocorreu na
fracao argila. Assim na MOS da fracao areia fina o carbono encontrado é da matéria

organica humificada e nao da fragao ldbel (SAAB; MARTIN-NETO, 2003).

Favoretto (2008) e Martins (2009), utilizando FIL, também obtiveram indices de hu-
mificagao mais elevados nas amostras de areia e inferiores na fracao argila, no estudo de
latossolos. J& Bayer et al. (2003), obteve por RPE, maior grau de humificacao para a

fracao silte de um Cambissolo Himico. Saab e Martin-Neto (2003) estudando por EPR
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Figura 39: Indice de humificacado (Hpry) comparativo entre os sistemas de manejo e fragoes fisicas. MA
= mata, PC = plantio convencional, P6 = plantio direto de seis anos, P9 = plantio direto de nove anos,
ar = argila, sl = silte, af = areia fina e ag = areia grossa.

a humificacao da MOS das fracoes fisicas de um Gleissolo mostraram que a fragao silte
e areia fina foram as mais estaveis, mesmo com calcinacao das amostras a temperaturas

maiores que 400 °C.

5.6 Espectroscopia de fluorescéncia de AH

Como descrito na secao 3.2.1.2, os espectros de fluorescéncia de AH obtidos pelos
métodos sugeridos por Zsolnay et al. (1999) (excitagao em 240 nm, varredura entre 350
e 650 nm e grau de humificagdo calulado por meio da razao A,/A;, onde Ay é a érea
da regiao entre 570 e 641 nm e A; entre 356 e 432 nm) e por Milori et al. (2002b)
(excitagao em 465 nm, varredura entre 475 e 650 nm e humificacao dada pela area total

da fluorescéncia - Ayg5) sdo mostrados na Figura 40.

Enquanto o método de Zsolnay excita varios fluoréforos, devido ao uso de radiagao
ultravioleta, o método de Milori atua em um grupo especifico de fluoréfolos, o que resulta

em espectros com formatos distintos, como os mostrados aqui (SEGNINI, 2008).

O pico existente em 484 nm na Figura 40 (a) nao é caracteristico das amostras, mas
do equipamento de medidas. Para verificar isto, foi realizada a andlise do espectro de

fluorescéncia nas mesmas condigbes do método de Zsolnay et al. (1999) na célula de
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Figura 40: Espectros de fluorescéncia dos AH dos quatro sistemas de plantio, obtidos pelo método de (a)

Zsolnay et al. (1999), excitagdo em 240 nm e (b) Milori et al. (2002b), excitagdo em 465 nm. MA =
mata, PC = plantio convencional, P6 = plantio direto de seis anos e P9 = plantio direto de nove anos.

quartzo, o recipiente que recebe a amostra, que pode ser observado na Figura 41, com

pico no mesmo comprimento de onda.
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Figura 41: Espectro de fluorescéncia da célula de quartzo.

O pico extra nao influenciou nas anélises realizadas pois nao esta entre os quartos A;

e A4 considerados, ja mostrados na Figura 13.

Os valores de humificagao obtidos pelos dois métodos, dados pela razao A;/A; e pela

area Aygs, sao mostrados pela Tabela 10.

A Figura 42 traz um diagrama comparativo dos valores de humificacao para cada um
dos dois métodos. A Figura inclui o desvio padrao das trés medidas e mostra que, para

o método de Zsolnay et al. (1999), Figura 42 (a), hd uma variacao da razao A4/A;. Um
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Tabela 10: Humificagao dos AH para os quatro sistemas de plantio, obtidos por fluorescéncia, pelo método
de (a) Zsolnay et al. (1999) (A4/A1)e (b) Milori et al. (2002b) (A4es)-

Amostra de AH ‘ A4/A1 A465 (u.a.)

Mata 1,29 3839, 2
Plantio convencional 1,16 3672, 4
Plantio direto - 6 anos | 0,96 3886, 2
Plantio direto - 9 anos | 1,11 4019, 5

maior valor desta razao indica um maior grau de humificacao, o que significa que a mata é
a amostra mais humificada, seguida do sistema plantio convencional que nao difere muito
do valor obtido para o plantio direto de 9 anos. O plantio direto de 6 anos apresentou o
menor valor.
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Figura 42: Diagrama representativo dos indices de humificacdo dos AH para os quatro sistemas de plantio,
obtidos pelo método de (a) Zsolnay et al. (1999) (A4/A1)e (b) Milori et al. (2002b) (A4e5). MA = mata,
PC = plantio convencional, P6 = plantio direto de seis anos e P9 = plantio direto de nove anos.

Este resultado estd de acordo com Favoretto (2007) e Martins (2009) que encontraram
menores valores de humificagao, utilizando FIL para o plantio direto, mas difere dos

resultados de FIL para este solo, discutidos na se¢ao 5.5.

Os valores obtidos pelo método de Milori et al. (2002b), comparados na Figura 42 (b)
sao muito semelhantes aos obtidos por FIL, nao indicando diferencas entre os manejos.
Esta semelhanca com os dados obtidos por FIL é esperada pois a excitacao ocorre no
mesmo comprimento de onda, 465 nm, e portanto, sensibiliza os mesmos fluoréforos. A
diferenga é que a espectroscopia de FIL, por ser feita utilizando o solo inteiro e nao somente
a fracdo mais humificada (caso da fluorescéncia de AH), avalia MOS total e nao somente
a por¢ao mais estavel. A andlise de FIL poderia ter gerado um efeito de diluicao devido
& presenca de material nao humificado e porque muito do C' presente nao contribui para

o sinal da fluorescéncia, mas contribui para o teor de C', o que poderia resultar em uma
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diminuicao do indice de humificacao obtido. Esta semelhanca mostra a eficacia da técnica

FIL, que apresentou os mesmos resultados sendo de aplicagao mais simples.

Gonzalez-Pérez et al. (2004) utilizou, entre outros, o método de Milori et al. (2002b)
para avaliar a humificacao de um latossolo brasileiro submetido a diferentes sistemas de
manejo. Seus resultados apontam para uma diferenca muito pequena entre o sistema

plantio direto e o plantio convencional, resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho.

5.7 Espectroscopia de absorcao de luz UV-Visivel (ra-
Zao E4/E6)

O decréscimo da razao F,/Fg esta diretamente relacionado ao aumento do peso mo-
lecular e a condensacao dos carbonos aromaticos, e a aromaticidade é inversamente rela-
cionada a quantidade de grupos alifitico (SAAB e MARTIN-NETO, 2007). Os espectros

de absorgao de luz UV-Visivel das amostras de AH estao na Figura 43.
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Figura 43: Espectros de absor¢do de luz UV-Visivel das amostras de AH. MA = mata, PC = plantio
convencional, P6 = plantio direto de seis anos e P9 = plantio direto de nove anos.

A razao E;/FEs de dcidos himicos é um valor em torno de 5 e é considerado como
sendo inversamente relacionado ao grau de condensacao das macromoléculas de AH e a seu

grau de humificagao (SENESI et al., 2003). A Tabela 11 mostra os indices de humificagao

E4/ Eg obtidos por essa técnica.

A Figura 44 mostra uma comparacao entre os indices de humificacao obtidos por essa
técnica e por ela podemos verificar que a variagao no valor da razao Fy/Eg é muito pequena

e insignificante quando a barra de erro (referente ao desvio padrao das trés medidas) é
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Tabela 11: Humificacdo dos AH para os quatro sistemas de plantio, obtidos pela razao E4/FEg da espec-
troscopia de absorbancia de UV-Visivel.

Amostra de AH | E4/Es
Mata 9,3
Plantio convencional 5,2

Plantio direto - 6 anos | 4,8
Plantio direto - 9 anos | 5,4

considerada, o que esta de acordo como os resultados de humificacao obtidos por FIL,

para o solo inteiro, e por fluorescéncia de AH no método de Milori et al. (2002b).
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Figura 44: Comparativo entre os indices de humificagdo obtidos pela razado E4/Fg da espectroscopia de
absorbancia de UV-Visivel das amostras de AH. MA = mata, PC = plantio convencional, P6 = plantio
direto de seis anos e P9 = plantio direto de nove anos.
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6 Conclusao

As analises de IV permitiram identificar os grupos funcionais presentes nos AH, e
estiveram em acordo com o referencial teérico. Mostraram ainda a diferenga entre AH

purificados uma e duas vezes.

A hipotese de que as amostras de solo submetidas ao plantio direto apresentam menor
grau de humificacao que amostras submetidas ao plantio convencional nao foi corroborada
nesse trabalho pois os dados obtidos por FIL para o solo inteiro mostram que, nao ha
diferencas, quando considerado o desvio padrao, no grau de humificacao obtido para os

sistemas de plantio.

As analises de fluorescéncia de AH pelo método de Milori et al. (2002b) e por meio da
razao E,/FEs da absorgao de luz UV-Visivel forneceram o mesmo resultado que o FIL do
solo inteiro: nao ha diferencas no grau de humificagao entre os sistemas de plantio. Este
resultado pode ser explicado ao analisarmos o histérico do solo, pois nas amostras sob
plantio direto o solo foi revolvido, igualando a humificacao em todos os sistemas, além da
profundidade no horizonte A (aproximadamente 20 cm) do solo estudado pode ser grande

para verificar o efeito do plantio na humificacao da MOS.

A fragao argila mostrou baixo grau de humificacao para todos os manejos, obtido pela
razao C'/N e por FIL. Os resultados obtidos por FIL mostram maior grau de humificagao

para a fracao areia fina, para todos os sistemas de manejo.

Como sugestao para trabalhos futuros pode ser feita a caracterizacao por RMN dos
AHs, o fracionamento por solubilidade (quimico) das fragoes fisicas, a determinagao da
humificacao dos AHs obtidos comparando com os resultados de FIL das fracoes fisicas e a

andlise por difracao de raios X as amostras de dcidos huimicos purificadas uma tnica vez.
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