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RESUMO 
 
 
 

A matéria orgânica é essencial para a qualidade e produtividade do solo, sendo seu 

processo de humificação afetado pelo clima, tipo de solo e sistemas de manejo do solo, 

resultando na formação de grupos fluorescentes que podem ser avaliados por espectroscopia 

de Fluorescência Induzida por Laser (FIL), uma técnica recente que tem se mostrado eficiente 

para análise da matéria orgânica (MO) de solos inteiros, isto é, solos sem nenhum tratamento 

físico ou químico. Esta técnica foi utilizada para determinar a humificação da MO de um 

Latossolo inteiro, como também o fracionamento físico por tamanho de partículas e relacionar 

os resultados da quantificação da MO humificada com a profundidade do solo e sistemas de 

manejo. Na superfície do solo, o plantio direto possui a menor humificação em comparação 

com o preparo convencional e o preparo mínimo, enquanto que as frações da camada 

superficial do solo (0-20 cm) indicaram maior humificação na fração (20-53 µm) e a menor na 

fração (<2 µm), em todos os sistemas de manejo. 

 

Palavras-chave: Matéria orgânica do solo, Fluorescência Induzida por Laser, Sistemas 

de manejo do solo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

 

Soil organic matter is essential for its quality and productivity, being its process of 

humification affected by the climate, soil type and soil management, resulting in the 

formation of fluorescent groups that can be measured through Laser- Induced Fluorescence 

Spectroscopy, a recent technique that has been showing efficient for analysis of whole soil, 

that is, soil without any physical or chemical treatment. This technique was used to determine 

the humification degree of the Organic Matter of a whole soil, as well as the physical fraction 

for particle size. It can also be used to relate the results of the quantification of the 

humification organic matter with the depth of the soil and planting systems. On the surface of 

the soil, No-Tillage got the smallest humification in comparison with the conventional tillage 

and the reduced tillage, whereas the fractions of the superficial layer of the soil (0-20 cm), 

indicated larger humification in the fraction (20-53 µm) and the smallest in the fraction (<2 

µm), in all treatments. 

Keywords: humification, LIF, whole soil 
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CAPÍTULO 1 
 
 
 

INTRODUÇÃO 
 
 
 

A matéria orgânica é um componente fundamental para a qualidade e a produtividade 

do solo, sendo importante na disponibilidade de nutrientes para as plantas e para o seqüestro 

de carbono da atmosfera (GLATZELA et al., 2003; BAYER et al., 2000a). Apresenta também 

estreita relação com as propriedades físicas, químicas e biológicas do solo, tendo efeito na 

atividade microbiana e na estabilidade de agregados (BALESDENT et al., 2000; KALBITZ et 

al., 2003), influenciando fatores como pH, capacidade de troca iônica e melhoria de sua 

estrutura (ZECH et al., 1997). Dessa forma, manter ou incrementar o estoque de matéria 

orgânica é fundamental para garantir a qualidade do solo e a sustentabilidade dos 

agroecossistemas. 

A determinação precisa do teor de MO é importante sob o ponto de vista do 

estabelecimento de práticas adequadas de manejo para o cultivo de plantas. Assim, muitas 

técnicas espectroscópicas têm sido utilizadas para se avaliar o grau de humificação da matéria 

orgânica do solo. Entre as mais utilizadas atualmente podemos citar a espectroscopia de 

Ressonância Paramagnética Eletrônica (EPR), que avalia o grau de humificação das 

substâncias húmicas através da quantificação de radicais livres do tipo semiquinonas 

(SENESI, 1990, MARTIN-NETO et al., 1994a, SAAB e MARTIN-NETO, 2004), a 

Ressonância Magnética Nuclear de 13C (RMN), para avaliar a aromaticidade da matéria 

orgânica do solo (SAAB; MARTIN-NETO, 2007), fornecendo informações a respeito de 

algumas transformações químicas ocorridas durante o processo de humificação, a Absorção 

de Luz Utravioleta-Visível (UV-Vis), que utiliza a razão E4 /E6, onde E4 é a absorbância em 

465 nm e E6 é a absorbância em 655 nm (STEVENSON, 1994) e a Fluorescência de Luz em 
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amostras aquosas, que se apóia na presença de várias estruturas fluorescentes estáveis, 

intrínsecas à molécula húmica e a seus precursores. 

 Recentemente, foi proposto a Fluorescência Induzida por Laser (FIL), uma 

metodologia nova que, além de ser simples e eficiente na análise de matéria orgânica de solos 

inteiros, tem a vantagem de poder ser aplicada a amostras de solo com alto teor de ferro, 

incluindo os Latossolos, pois estes constituem uma limitação para os estudos qualitativos da 

matéria orgânica. Também permite o estudo das frações granulométricas do solo (agregados 

organo-minerais) secas ao ar, sem as possíveis alterações provocadas por tratamentos 

químicos. Esta técnica fornece resultados de maneira ágil, limpa e em condições próximas às 

naturais, pois as amostras não necessitam ser submetidas a nenhum tratamento prévio para 

extração e fracionamento químico das substâncias húmicas (MILORI, 2003). 

Este trabalho teve como objetivo utilizar a técnica da FIL para determinar o grau de 

humificação da matéria orgânica de um solo (Latossolo) inteiro, isto é, solo sem nenhum tipo 

de tratamento físico ou químico, como também esse solo submetido a fracionamento físico 

por tamanho de partículas e relacionar os resultados obtidos com a profundidade do solo e 

sistemas de manejo. 
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CAPÍTULO 2 

 
 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Este capítulo traz, através da revisão bibliográfica, os trabalhos desenvolvidos por 

vários pesquisadores sobre a matéria orgânica do solo, seus constituintes e as várias técnicas 

utilizadas para a caracterização qualitativa e quantitativa do seu grau de humificação.  

 

2.1     MATÉRIA ORGÂNICA DO SOLO E SUA IMPORTÂNCIA 

 

A matéria orgânica do solo consiste de uma mistura de compostos em vários estágios 

de decomposição, que resultam da degradação biológica de resíduos de plantas e animais, e da 

atividade sintética de microorganismos (STEVENSON, 1994). Segundo Reeves (1997) e 

Moreira e Siqueira (2003) a matéria orgânica, por exercer efeitos diretos e indiretos sobre as 

características do solo e sobre as plantas, é um componente essencial para a qualidade e 

produtividade dos solos agrícolas. Isto se deve ao fato de que seu conteúdo e sua qualidade 

são os mais importantes fatores que mantêm a fertilidade dos solos e a sustentabilidade dos 

agroecossistemas. 

Stevenson (1994), Bayer e Melniczuk (1999) ressaltam a importância da matéria 

orgânica como um componente chave na capacidade produtiva dos solos tropicais e 

subtropicais altamente intemperizados. Por isso sua degradação gera efeitos negativos 

principalmente na retenção de cátions, disponibilidade de nutrientes, estabilidade de 

agregados e atividade microbiana. Sendo assim, o incremento de matéria orgânica em solos 

degradados é agronomicamente muito importante porque a fertilidade do solo é restaurada, 
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retardando sua erosão e constituindo, entre outros efeitos, uma melhor agregação do solo 

(Piccolo, 1996).  

A incorporação de matéria orgânica ao solo melhora a sua estrutura física e biológica, 

proporcionando maior eficiência na capacidade das plantas em assimilar os nutrientes. 

Também traz benefício ao meio ambiente, pela capacidade de adsorver traços de elementos 

poluentes como Pb, Cd e Cu, reduzindo a chance de contaminação da água de superfície e 

subterrânea (PRIMAVESI, 1987). Outra vantagem se refere à adsorção de pesticidas e outros 

elementos químicos orgânicos, o que reduz a possibilidade de carreamento desses compostos, 

prevenindo a contaminação e a degradação do meio ambiente (PIERZYNSKI et al., 1994). 

Em solos minerais, a matéria orgânica representa menos de 5% dos componentes sólidos 

(SILVA et al., 2000). Entretanto, ela é responsável por cerca de 70-80% da capacidade de 

troca de cátions (CTC) em solos tropicais. A alta CTC da matéria orgânica é originada pela 

quantidade elevada de carga negativa dos grupos carboxílicos e fenólicos presentes nos ácidos 

húmicos e fúlvicos (MALAVOLTA, 1967; OADES, 1989). 

 

2.2     COMPOSIÇÃO DA MATÉRIA ORGÂNICA DO SOLO 

 

O termo matéria orgânica do solo designa um conjunto de substâncias altamente 

heterogêneas que inclui numerosos compostos de carbono, variando de açúcares, proteínas e 

outros constituintes biológicos, ácidos orgânicos de baixas massas moleculares, como os 

ácidos acético e oxálico, quase todos facilmente mineralizáveis, até o conjunto complexo de 

produtos recalcitrantes resultantes de transformações químicas e microbianas da matéria 

orgânica do solo, as substâncias húmicas.  
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A matéria orgânica consiste de 98% do COT da matéria morta, raramente ultrapassando 

4% da matéria viva proveniente de plantas, microorganismos, da meso e macrofauna morta, e 

de resíduos de animais e microorganismos do solo. (ZECH et al., 1997). 

Os principais constituintes da matéria orgânica são: o carbono (52-58%), oxigênio (34-

39%), hidrogênio (3,3-4,8%) e nitrogênio (3,7-4,15%) (SILVA et al., 2004). 

O CO é obtido pelas plantas através da fixação fotossintética do CO2 da atmosfera. O 

oxigênio e o hidrogênio acompanham o metabolismo do carbono e são obtidos da água 

também no processo de fotossíntese das plantas. Porém, o nitrogênio, essencial às plantas é 

requerido em grandes quantidades pela maioria das culturas. Como não faz parte do material 

de origem do solo, o conteúdo de nitrogênio mineral encontrado em solução é produto, ou da 

adição de fertilizantes, ou de transformações do nitrogênio orgânico em formas inorgânicas 

através da mineralização da matéria orgânica, sendo encontrado em solução e absorvido do 

solo pelas plantas principalmente na forma mineral, nítrica (NO3
2-) ou amoniacal (NH4+) e, 

excepcionalmente em outras formas orgânicas como ácidos aminados e vitaminas. De todos 

os elementos que circulam no sistema solo-planta-atmosfera, o nitrogênio é o que apresenta 

maior número de transformações bioquímicas no solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2003).  

 

2.3     CARBONO DO SOLO 
 
 
 

O carbono presente na matéria orgânica dos solos do planeta representa um componente 

fundamental do ciclo do carbono. Segundo estimativas, o solo é o maior compartimento 

terrestre deste elemento (KERN et al., 1993).  

          Mais de 90% do carbono orgânico se encontra presente nas frações menores que 50 µm, 

o que indica um alto grau de humificação (TISDALL e OADES, 1982). As diferentes frações 

de carbono orgânico humificado do solo apresentam características químicas, físicas e 
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morfológicas diferenciadas entre si, e a distribuição destas frações no solo pode indicar a 

qualidade da matéria orgânica (CANELLAS et al., 2003). Quanto menor o tamanho da 

partícula, maior a quantidade de carbono orgânico (NKEDI-KISSA et al. 1983). 

A matéria orgânica representa a principal fonte do total da reserva de carbono terrestre, 

nela excedendo drasticamente a quantidade de carbono estocada (ZECH et al., 1997), por isso 

tem um papel fundamental nas funções que a matéria orgânica exerce sobre as propriedades 

físicas, químicas e biológicas do solo, sendo também um constituinte de importantes gases 

causadores do efeito estufa, como CO2 e CH4 (DIECKOW et al, 2004). Esse reservatório, que 

excede em quantidade todos os demais reservatórios superficiais, interage com a atmosfera e 

afeta seu conteúdo em CO2. Dessa forma, a estabilidade da matéria orgânica do solo e os 

efeitos da atividade humana sobre ela devem ser considerados ao se pensar na elevação da 

concentração de CO2 atmosférico. Conhecendo melhor a relação entre o manejo e o ciclo do 

carbono é possível estabelecer sistemas de manejo que minimizem esses efeitos, garantindo, 

assim, a melhoria da qualidade do solo. 

 Segundo Silva e Machado (2000), práticas de uso e manejo do solo, como plantio 

direto, controle da erosão, diminuição do desmatamento, melhoria da fertilidade do solo como 

fator essencial ao aumento da produção de resíduo cultural e a revegetação de solos 

degradados poderia contribuir para o seqüestro e estoque de carbono no solo. Seqüestro de 

carbono no solo significa transformar o carbono presente na atmosfera (na forma de CO2) em 

carbono estocado no solo, compondo a matéria orgânica. Os três principais processos 

responsáveis pelo seqüestro de carbono nos solos são: a humificação, a agregação e a 

sedimentação. Ao mesmo tempo, os processos responsáveis pelas perdas de carbono no solo 

são: a erosão, a decomposição, a volatilização e a lixiviação. Assim, a adoção de sistemas de 

manejo sem revolvimento do solo e a permanência de restos de culturas nas áreas de plantio, 

favorecem o contínuo aporte de carbono orgânico, o que é fundamental para a manutenção de 
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uma estrutura de boa qualidade (CARPENEDO e MIELNICZUK, 1990). O plantio direto 

apresenta-se como um sistema de manejo conservacionista, pois, além de não revolver o solo, 

mantém os resíduos vegetais na superfície, preservando e/ou aumentando o teor de matéria 

orgânica (BAYER; MIELNICZUK, 1997; CASTRO FILHO et al., 1998). 

 

2.4     CONTEÚDO DE MATÉRIA ORGÂNICA NO SOLO 

 

A vegetação é a principal responsável pela deposição de materiais orgânicos no solo. 

O tipo de vegetação e as condições ambientais são os fatores determinantes da quantidade e 

qualidade do material que cai no solo, determinando heterogeneidade e taxa de decomposição 

do material depositado na superfície.  

Em função do grau de concentração de certos componentes, o material degrada mais 

ou menos rapidamente. A fração ativa, representada pelas substâncias não húmicas 

(aminoácidos, proteínas, carboidratos, ácidos orgânicos, etc.), é decomposta em menos de um 

ano, enquanto outras frações, representadas pelas substâncias húmicas, são muito resistentes a 

degradação e seu tempo de existência pode ser de séculos ou até de milênios (SCHNITZER e 

KHAN, 1978).  

Outros tipos de materiais orgânicos são depositados no solo, onde são incorporados 

em seu perfil ou são transformados em sua superfície, constituindo-se na matéria orgânica do 

solo. 

 O conteúdo de matéria orgânica pode ser uma conseqüência do manejo dado ao solo. 

Práticas de manejo inadequadas são responsáveis pela diminuição da matéria orgânica, 

alterando suas propriedades, facilitando a erosão com conseqüente decréscimo da produção 

das culturas promovendo, assim, poluição ambiental (PEIXOTO, 1997). 
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2.5     MINERALIZAÇÃO DA MATÉRIA ORGÂNICA DO SOLO 
 
 
 

A mineralização é de grande interesse para a fertilidade do solo e à nutrição vegetal, 

pois converte elementos (C, N, S, P) ligados organicamente para a forma mineral de 

compostos inorgânicos (CO2, NO3
-, NH3, SO4

2-, H2PO4
-, HPO4

2-). Os componentes minerais 

do solo constituem a principal fonte de nutrientes, sendo a sua liberação relacionada com a 

decomposição e a mineralização, a qual afeta as diferentes fontes de matéria orgânica do solo, 

como as fontes primárias acima e abaixo do solo, as secundárias, os compostos húmicos e 

também a matéria orgânica dissolvida. A velocidade de mineralização e a quantidade de 

nutrientes liberadas diferem grandemente entre estas frações de matéria orgânica do solo 

(ZECH et al. 1997). 

Os principais tipos de reações que ocorrem durante o processo de mineralização são: 

aminização, que consiste na decomposição de materiais orgânicos complexos em materiais 

mais simples, como aminoácidos, aminas e açúcares aminados; amonificação, que consiste na 

formação de compostos amoniacais a partir dos aminoácidos e aminas; e nitrificação, que 

consiste na oxidação biológica do NH4+ a NO3-(TISDALE et al., 1985; MENGEL; KIRKBY, 

1987; SANTOS, 1991). 

 As duas primeiras envolvem microrganismos heterotróficos e a terceira envolve, 

principalmente, bactérias autotróficas do solo, designadamente do gênero nitrosomonas 

(responsáveis pela conversão do NH4+ a NO2-) e nitrobacter (que convertem o NO2- a  NO3-).  

A mineralização do nitrogênio orgânico do solo pode ser utilizada como um indicador 

potencial de sua disponibilidade às culturas, podendo este potencial e a respectiva taxa de 

mineralização serem utilizados na predição da disponibilidade de nitrogênio às plantas em um 

determinado período de tempo, o qual depende de fatores como temperatura, aeração, 

umidade, quantidade e natureza do material orgânico presente. 
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Alguns fatores influem na cinética de mineralização do nitrogênio como a textura, a 

estrutura, a fertilidade, o pH, a vegetação que modifica a temperatura do solo, a atividade 

biológica, a umidade do solo e a interação solo-planta (GONÇALVES et al., 2001). 

 
 
2.6     FRACIONAMENTO DA MATÉRIA ORGÂNICA DO SOLO 
 
 
 

A matéria orgânica influencia os principais processos químicos, físicos e biológicos do 

solo. Por isso, é fundamental quantificar as frações que a compõem para a compreensão dos 

processos que regulam ou determinam as propriedades do solo (PEIXOTO, 1997). Assim, 

a matéria orgânica pode ser dividida em dois grandes compartimentos: um composto pela 

fração não-humificada, lábil (biodegradável, leve), representada pelos restos vegetais e 

animais pouco decompostos e pelos compostos orgânicos com categoria bioquímica definida 

(proteínas, açúcares, ceras, graxas, resinas), representando 1/3 do carbono orgânico do solo, 

com alta taxa de decomposição e curto período de permanência nos solos e sedimentos 

(THENG et al., 1989; ANDRIULO et al., 1990); e outro compartimento formado pela fração 

humificada (estável, de maior massa molecular), sendo os maiores constituintes da fração 

orgânica dos solos, sedimentos e águas, ocorrendo praticamente em todos os sítios terrestres e 

aquáticos (SCHNITZER; KHAN, 1978; SANTOS; CAMARGO, 1999).  

As frações da matéria orgânica estão continuamente sendo decompostas e também 

renovadas, com a adição de materiais orgânicos no solo, sendo que o tempo de reciclagem 

dessas frações varia de poucos meses a vários séculos. Assim, a elevada estabilidade química 

apresentada por determinadas frações orgânicas resulta da recalcitrância das substâncias que 

as compõem, das transformações que elas sofrem e de mecanismos de proteção contra a 

decomposição, como a formação de complexos com argilo-minerais. Isto explica os teores 
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mais elevados de matéria orgânica observados em solos mais argilosos (MOREIRA; 

SIQUEIRA, 2003). 

O teor de matéria orgânica do solo está intimamente relacionado ao manejo adotado e, 

por esta razão, é utilizada para monitorar a qualidade do solo em sistemas agrícolas. Os 

termos frações lábeis e frações estáveis são conceitos relativos baseados na taxa de 

decomposição no solo de um constituinte orgânico em particular. 

 Os constituintes lábeis se decompõem dentro de poucas semanas ou meses, enquanto 

que os constituintes estáveis podem persistir por anos ou décadas no solo (THENG et al., 

1989) ou até mesmo por séculos ou milênios no solo (ZECH et al., 1997). As taxas de 

decomposição variam muito, mesmo para substratos simples como a glicose. Polímeros, tais 

como polifenóis, celulose e proteínas (pela interação com polifenóis) são decompostos mais 

lentamente e sua resistência para a decomposição aumenta de acordo com a sua 

complexidade.   

 

2.7     SUBSTÂNCIAS HÚMICAS 
 
 
 

As substâncias húmicas constituem, em conjunto, um componente essencial produzido 

pelo solo. Elas surgem da degradação de resíduos de plantas e animais e da atividade sintética 

de microorganismos, sendo produto da intensa transformação dos resíduos orgânicos pela 

biomassa e polimerização dos compostos orgânicos (principalmente através de reações de 

condensação, de metilação e oxidação) até macromoléculas resistentes a degradação biológica 

(SCHNITZER; KHAN, 1978; SANTOS ;CAMARGO, 1999). São substâncias amorfas, 

constituídas por um biomaterial do solo marrom escuro, parcialmente aromáticas, 

principalmente hidrofílicas e quimicamente complexas, por isso pouco se sabe sobre sua 

origem, síntese, estrutura química e funções.  
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As substâncias húmicas são consideradas o estádio final da evolução dos compostos de 

carbono no solo, como também os componentes mais recalcitrantes da matéria orgânica do 

solo, sendo constituídas por uma mistura heterogênea de compostos orgânicos naturais com 

alta massa molecular (STEVENSON, 1994). Ainda, segundo esse mesmo autor, as diversas 

frações húmicas acima referidas representam, na verdade, um sistema de polímeros que 

variam de uma forma sistemática no que respeita a análise elementar, acidez, grau de 

polimerização e peso molecular. A estes polímeros estão ligados diversos grupos funcionais e 

cadeias alifáticas, de acordo com os resultados de processos de análise química, sempre à base 

da digestão de amostras seguida da identificação de fragmentos (JENKINSON, 1988).  

Em geral, as substâncias húmicas são os componentes mais estáveis da matéria 

orgânica, representando até 80% do carbono presente nos solos. A estrutura e a composição 

das substâncias húmicas parecem ser influenciadas, dentre outros parâmetros, pelo material de 

origem, pelo pH, pela vegetação e pelo sistema de manejo do solo (DICK et al., 1999). Senesi 

e Lofreddo (1999) estimam que as substâncias húmicas perfaçam em média 65% da matéria 

orgânica dos solos, sendo o restante dividido entre carboidratos (10%), grupos contendo N 

(10%) e lipídeos (15%). Estes valores, no entanto, variam em função do tipo de solo e da 

adição de material orgânico. 

As substâncias húmicas têm sido objeto de vários estudos pelos cientistas. Assim, 

desde instrumentação até procedimentos químicos para o estudo de sua composição estão 

sendo realizados, pois um dos mais importantes interesses são os riscos para a saúde causados 

pelos trihalometanos, produto de cloração, formados com as substâncias húmicas na água e a 

emissão do gás carbônico à atmosfera, pois é sabido que as substâncias húmicas constituem 

um meio de se garantir o seqüestro de carbono no solo, armazenando-o e contribuindo para 

minimizar o aquecimento global (CARVALHO et al. 2004).  



 24 

Várias investigações têm sido realizadas a fim de se propor uma estrutura básica para 

as substâncias húmicas, sem que se tenha obtido uma configuração definitiva bem aceita. 

Sabe-se hoje da existência nessas substâncias de grupos OH formando ligações de hidrogênio, 

ligações por amidas e, eventualmente, ligações C – C aromáticas, ligações alifáticas C – H, 

grupos carboxílicos ligados a carbonos alifáticos ou aromáticos (JENKINSON, 1988), 

podendo estes últimos estar esterificados com grupos OH de natureza fenólica (SCHNITZER, 

1977 cit. por SCHNITZER 1978), conforme a figura 2.1 abaixo. 

 
 

 

 

 

 

 

 

Baseados na técnica de 13C-NMR, da pirólise e degradação oxidativa, pelo qual o 

ácido húmico é representado como uma macromolécula, isto é, os ácidos húmicos seriam 

estruturas formadas por longas cadeias alifáticas, grupos OH fenólicos, ligados e livres, além 

de estruturas de quinona, nitrogênio e oxigênio como ponte de ligação dos grupos de COOH 

localizados de diferentes formas nas cadeias aromáticas, Schulten e Schnitzer (1993) 

desenvolveram uma estrutura de ácido húmico (Fig. 2.2).       

 
Figura 2.1 - Representação de uma possível estrutura-tipo para as substâncias 
húmicas. Adaptado de Schnitzer, 1978. 
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Essas citações foram baseadas na proposta de que as substâncias húmicas (Figura 

2.3a) seriam macromoléculas orgânicas que teriam características similares às 

macromoléculas biológicas tais como polissacarídeos, proteínas, ácidos nucléicos e lignina 

(SHNITZER; KHAN, 1972; SCHULTEN; SCHNITZER, 1993). Mais tarde, Schulten e 

Schnitzer, (1997) propuseram a existência de vazios de diferentes tamanhos dentro das 

moléculas (Figura 2.3b), os quais poderiam alojar outros compostos orgânicos, hidrofílicos ou 

hidrofóbicos como lipídios, carboidratos, agrotóxicos também poluentes inorgânicos como 

argilas e óxidos-�hidróxidos. (SCHULTEN E SCHNITZER, 1997). 

 

  

Figura 2.2 - Modelo proposto para a estrutura do ácido húmico por Schulten e Schnitzer (1993). 
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Recentemente foi proposto um novo modelo no qual as substâncias húmicas seriam 

formadas por estruturas supramoleculares (PICCOLO, 2001, 2002; PICCOLO; CONTE, 

2000; CONTE; PICCOLO, 1999). Neste modelo propõe-se que as substâncias húmicas em 

solução formam grandes agregados húmicos estabilizados por ligações fracas, tais como, 

ligações de hidrogênio e/ou interações hidrofóbicas.  

O grande tamanho molecular aparente das substâncias húmicas, nesta teoria, é 

explicado pela auto-organização em conformações supramoleculares. Além disso, é proposto 

que as substâncias húmicas são provenientes de produtos de degradação enzimática de plantas 

e complexos de ligninas (WERSHAW, 1986, 1993).  

O modelo supramolecular foi reforçado pelos resultados obtidos por Simpson, (2002a) 

e Simpson et al., (2002b). Estes autores demonstraram que as substâncias húmicas extraídas 

de solos são formadas por uma mistura de substâncias agregadas de baixa massa molecular. 

Assim, foi proposto um esquema de estrutura (Figura 2.4) para ilustrar como as principais 

 
                          (a)                                                                                 (b) 
Figura 2.3 - Modelos conceituais propostos pela teoria macromolecular: (a) moléculas das substâncias 
húmicas aleatoriamente enoveladas (Swift, 1989) e (b) ácido húmico proposto por Schulten e Schnitzer 
(1997), C=azul; O=vermelho; N=preto e H=branco. As letras A, B e C indicam os espaços “vazios” 
presentes na molécula das substâncias húmicas capazes de interagir com outros compostos. 
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estruturas identificadas nas substâncias húmicas poderiam formar um agregado na presença de 

cátions metálicos de ocorrência natural nos ecossistemas terrestres. 

 

 
 

 As substâncias húmicas possuem alta capacidade de retenção e armazenamento de 

água para as culturas, tendo importante papel regulador para evitar processos erosivos. No 

solo, essas substâncias possuem grande capacidade de retenção de calor devido a sua 

coloração escura, beneficiando a germinação de sementes, desenvolvimento de raízes e tendo, 

também, papel importante no transporte de compostos orgânicos no ambiente. Possuem alta 

CTC, sendo a principal reguladora da CTC na maioria das situações; quando combinada com 

argilas forma agregados que facilitam a aeração e estruturam o solo; formam complexos com 

macro e micronutrientes influenciando, dessa maneira, a disponibilidade destes para as 

plantas, reagindo, também, com pesticidas e metais como chumbo e alumínio (SCHNITZER; 

KHAN, 1978).  

 
Figura 2.4 - Esquema de estrutura das substâncias húmicas proposto por Simpson et al. (2002b). As 
unidades vermelhas representam os cátions metálicos, as unidades pretas os polissacarídeos, as 
unidades azuis os polipeptídios, as unidades verdes as cadeias alifáticas e as unidades marrons os 
fragmentos aromáticos provenientes da lignina. 
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2.8      EXTRAÇÃO E FRACIONAMENTO DAS SUBSTÂNCIAS HÚMICAS 
 
 
 

Devido a sua heterogeneidade, a matéria orgânica tem sido fracionada para estudos 

mais detalhados, podendo ser caracterizada através da análise de seus componentes lábeis 

(não húmicas) e não lábeis (húmicas) (ZECH et al., 1997). Christensen (2000) relata que 

diversos tipos de fracionamento são utilizados em estudos sobre a matéria orgânica do solo 

visando avaliar esta heterogeneidade, separando frações homogêneas quanto à natureza, 

dinâmica e função, mas ao mesmo tempo diferentes das outras frações do solo. Assim sendo, 

um dos procedimentos mais utilizado para estudos de matéria orgânica humificada em solos é 

o fracionamento químico baseado nas características de solubilidade das substâncias húmicas 

(SCHNITZER; KHAN, 1978; SWIFT, 1996). 

Para estudos estruturais significativos, é desejável trabalhar-se com substâncias puras. 

No entanto, substâncias húmicas são misturas de compostos cuja separação em discretas 

substâncias é um desafio constante. Por exemplo, ao contrário de muitas outras classes de 

compostos orgânicos que ocorrem naturalmente, as substâncias húmicas não são definidas em 

termos de sua composição química total ou conteúdo de grupos funcionais. Em vez disso, elas 

são definidas em termos de seu comportamento com relação à solubilidade em sistemas 

aquosos. Esta definição, muitas vezes se torna insatisfatória porque pode incluir uma grande 

classe de compostos orgânicos que podem ou não ser substâncias húmicas. Isso torna o estudo 

e o entendimento das substâncias húmicas muito incerto. Um dos maiores problemas 

enfrentados para se estudar a matéria orgânica é a necessidade de sua extração do solo. 

Em solos minerais, por exemplo, os componentes orgânicos e inorgânicos estão 

intimamente associados, sendo geralmente necessário primeiro separá-los a fim de estudá-los 

mais detalhadamente (SCHNITZER; KHAN, 1978).  
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Nos últimos anos, alguns métodos não destrutivos estão sendo usados a fim de 

fracionar a matéria orgânica do solo para o estudo de sua dinâmica no solo. Os métodos de 

fracionamento físico, por exemplo, têm sido utilizados de forma ampla em estudos sobre a 

matéria orgânica do solo pelo fato de causar menor modificação dos constituintes orgânicos 

que o fracionamento químico (BARRIUSO; KOSKINEN, 1996). O método físico separa as 

frações orgânicas com diferentes propriedades químicas de acordo com a sua associação com 

componentes minerais (ANDREUX et al., 1991; TURCHENEK; OADES, 1979) e a matéria 

orgânica do solo menos humificada (fração grosseira) da mais humificada (geralmente < 50 

µm). A escolha do método de fracionamento depende da natureza do estudo, isto é, da 

caracterização química de componentes específicos da matéria orgânica do solo, ou 

quantificação, ou descrição dos compartimentos de matéria orgânica do solo (COLLINS et al., 

1997). 

A técnica de fracionamento físico no estudo da matéria orgânica do solo tem-se 

mostrado promissora, pois possibilita a separação de diferentes compartimentos orgânicos, 

cada qual respondendo às praticas de manejo, de forma distinta (COLLINS et al., 1997; 

BARRIUSO; KOSKINEN, 1996). 

De acordo com Stevenson (1994), o solvente ideal para extração das substâncias 

húmicas é aquele quepermite o isolamento do material sem alteração de suas características 

físico-químicas, extrai as substâncias livre de contaminantes inorgânicos, como argilas e 

cátions polivalentes, e pode ser aplicado em todos os solos. 

O método proposto pela IHSS – International Humic Substances Society é o de 

solubilização da matéria orgânica do solo em solução de hidróxido de sódio (NaOH) e seu 

fracionamento baseado nas características de solubilidade das substâncias húmicas. Da 

extração alcalina geralmente feita em solução de NaOH, a qual baseia-se no princípio da 

solubilidade das substânicas húmicas, obtém-se os ácidos fúlvicos, que apresentam grande 
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quantidade de grupamentos funcionais oxigenados e são solúveis tanto em meio ácido como 

básico, isto é, solúveis a qualquer pH, os ácidos húmicos, insolúveis em meio fortemente 

ácido, pois, com a protonação dos grupamentos funcionais ocorre o colapso da estrutura e 

precipitação das macromoléculas, representando a fração reativa mais estável da matéria 

orgânica humificada e as huminas, que representam a matéria orgânica intimamente ligada à 

fração mineral do solo, e por isso insolúveis a qualquer valor de pH (SAAB, 1999; SAAB; 

MARTIN-NETO, 2004). 

A figura 2.5 apresenta algumas características das substâncias húmicas. 

Estruturalmente, há uma grande semelhança entre os ácidos húmicos e os ácidos fúlvicos, 

diferenciando-se apenas na massa molecular e no conteúdo de grupos funcionais. As huminas 

não são representadas na figura porque este componente consiste, segundo Stevenson (1982), 

em ácidos húmicos intimamente ligados à fração mineral que não podem ser separados e 

matéria húmica altamente condensada, com elevado conteúdo de carbono (> 60%) e, por isso, 

insolúvel em álcali. 

      Húmus 
(Produtos de decomposição de resíduos orgânicos) 

 
 
 

 
 
 

(Classe de compostos orgânicos conhecidos)               (Polímeros pigmentados) 
     
 

 
 
 

 
�---------------- aumento no grau de polimerização -------------------------------� 
2000 �---------- aumento no peso molecular ---------------------------------� 300.000 
45% �----------- aumento no conteúdo de carbono --------------------------� 62% 
48% �----------- diminuição no conteúdo de oxigênio ----------------------� 30% 
1400 �----------- diminuição de acidez trocável -----------------------------� 500 

Figura 2.5 - Classificação e propriedades das SH (modificado por Stevenson, 1985). 

Substâncias não húmicas   Substâncias húmicas 

Ácido fúlvico Ácido húmico 
Amarelo claro Amarelo-marrom Marrom escuro Cinza-escuro 
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2.10    ÁCIDOS HÚMICOS 

 

 Os ácidos húmicos são caracterizados por apresentarem uma maior massa molar, 

maior conteúdo de carbono e menores conteúdos de oxigênio em grupos funcionais fenólicos 

e carboxílicos. Eles afetam em maior grau as características do solo como agregação e 

retenção de água. 

 Os ácidos fúlvicos, por apresentarem menor massa molar, maior solubilidade, 

consequentemente maior mobilidade, e maior conteúdo de grupos funcionais carboxílicos e 

fenólicos, afetam mais diretamente as propriedades químicas do solo, como, por exemplo, na 

formação de complexos de íons metálicos e aumento de capacidade de troca catiônica, dentre 

outras. 

  O modelo da estrutura para o ácido fúlvico contém as estruturas aromáticas e 

alifáticas, ambas substituídas amplamente com grupos funcionais que contêm oxigênio, 

sendoum composto com massa molecular menor que os ácidos húmicos, conforme sugere a      

figura 2.6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os ácidos húmicos e aos ácidos fúlvicos distinguem-se um do outro, segundo 

Stevenson (1986), pelo seu maior teor em oxigênio e menor em carbono, pela maior acidez de 

 

 Figura 2.6 – modelo da estrutura do ácido fúlvico segundo Buffe. 
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troca dos ácidos fúlvicos em confronto com os ácidos húmicos e pelo menor peso molecular 

por parte dos ácidos fúlvicos. De acordo com Stevenson (1986) uma molécula “tipo” de ácido 

húmico consiste em micelas de natureza polimérica cuja estrutura básica é composta de anéis 

aromáticos de fenol di ou tri-hidroxilado, ligados entre si por grupos como - O -, - CH2 -, - 

NH -, - N -, - S - ou outros. Tais anéis contêm como substituintes grupos OH livres e/ou 

duplas ligações quinona. Quer as ligações quinona quer outros grupos cromóforos, que são 

grupos de átomos com ligações não saturadas, cuja faixa de absorção de energia vai de 200 a 

400 nm e de 400 a 800 nm, correspondentes ao ultravioleta e ao visível, como os 

representados na figura 2.7, são responsáveis pela cor escura das substâncias húmicas. 

 

De acordo com o modelo supramolecular, os ácidos fúlvicos seriam formados por 

pequenas micelas estáveis que permaneceriam dispersas pela repulsão das cargas negativas 

originadas da dissociação da grande quantidade de grupos ácidos presentes em sua estrutura. 

Por outro lado, as micelas de ácidos húmicos, poderiam aproximar-se o suficiente para formar 

agregados de elevada massa molecular, por apresentarem menor quantidade de grupos 

funcionais ácidos (HAYES; CLAPP, 2001). 

Após o fracionamento das substâncias húmicas, suas características podem ser 

estudadas com base na composição elementar, no arranjo destes elementos na estrutura e nos 

tipos e localizações dos grupos funcionais na estrutura da molécula. Assim sendo, métodos 

 

 Figura 2.7 - Alguns grupos cromóforos responsáveis pela cor escura das substâncias húmicas. 
       Adaptado de Stevenson, 1986. 
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analíticos e espectroscópicos têm sido usados como ferramenta para o estudo das substâncias 

húmicas isoladas de resíduos, solos e sedimentos. 

 

2.12    ANÁLISE ELEMENTAR  E RAZÃO ATÔMICA 

 

A análise elementar é o método mais usado para a caracterização das substâncias 

húmicas e informa sobre a quantidade dos componentes maiores formadores dessas 

substâncias (C, H, N, O, S). Com os dados da análise elementar não é possível se chegar à 

fórmula molecular de ácidos húmicos ou ácidos fúlvicos, mas ela fornece uma noção da 

composição geral da molécula, e é muito utilizada para explicar a geoquímica das substâncias 

húmicas. Pode ainda ser interpretada para diferenciar as classes das substâncias húmicas, pois 

é um indicativo da eficiência do processo de purificação. 

As principais transformações que ocorrem durante a decomposição de resíduo e a 

humificação, são as perdas de polissacarídeos e componentes fenólicos, enriquecimento em 

estruturas aromáticas recalcitrantes e modificação das estruturas de lignina (ZECH et al., 

1997). Estas estruturas são dificilmente decompostas com respeito a açúcares e proteínas 

(ROSA et al., 2000) Desta forma, relações atômicas C/N, C/H, H/C e C/O têm sido usados 

como indicadores da aromaticidade e níveis de materiais orgânicos decompostos podendo ser 

calculadas a partir dos dados da análise elementar, sendo essas razões úteis para identificar os 

tipos de substâncias húmicas, monitorar mudanças nas suas estruturas e fornecer dados para 

estabelecer fórmulas estruturais para as moléculas. 

A relação C/N, mesmo não sendo o único fator, é capaz de fornecer uma previsão da 

taxa de decomposição. Os microorganismos necessitam de carbono como fonte de energia, de 

esqueletos carbônicos para sintetizar biomoléculas diversas e de nitrogênio para sintetizar 

proteínas. Durante a decomposição da matéria orgânica, o consumo de carbono é maior que o 
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de nitrogênio, isso faz com a concentração relativa de nitrogênio aumente, diminuindo, por 

conseqüência a relação C/N (MARQUES, 2003; GONZALEZ-PÉREZ, 2004; SANTOS, 

1999). Nesta relação quanto maior este valor, maior será o tempo de decomposição. Logo, 

quanto menor a quantidade de nitrogênio no processo, mais lentamente este ocorrerá.  

A relação C/N pode ser utilizada ainda para inferir o grau de estabilização da matéria 

orgânica, no que se refere ao ataque microbiano (FERNANDES, 2000). Segundo Kumada 

(1987), a humificação de resíduos orgânicos é caracterizada por sua fragmentação, formação 

de húmus, abaixamento da relação C/N e sua transformação de preto-amarronzado para 

substâncias amorfas pretas. Não apenas microrganismos, mas também animais do solo 

participam do processo de humificação (KUMADA, 1987). 

  A relação C/N é um indicativo de que a matéria orgânica está na forma de pré-

�composto, bioestabilizada ou humificada. Para se obter a relação C/N se divide os 

percentuais de carbono e nitrogênio e o peso atômico do elemento, aplicando a seguinte razão: 

C/N = (C%/massa molar C) / (N%/ massa molar N). Segundo alguns autores (STEVENSON, 

1994; STEARMAN et al.; 1989; ROSA, 2004, ROSELL et al., 1989, ROMÃO; ROCHA, 

2005), maiores valores de H/C (ou menores valores de C/H) indicam maior quantidade de 

grupos alifáticos, típicos de materiais menos humificados, enquanto que amostras mais 

humificadas apresentam, em geral, maiores valores de O/C, C/N e menores razões H/C. Esses 

resultados, no entanto, não estão de acordo aos obtidos por outros pesquisadores. Martin-Neto 

et al. (2000) encontraram altas concentrações de radicais semiquinonas, detectados por EPR, 

correlacionando com menores valores de razão C/N da fração orgânica avaliada e associando 

essas características ao maior grau de humificação dos ácidos húmicos Schnitzer e Khan 

(1978), encontraram maiores níveis de radicais livres semiquinona em amostras de solo com 

tamanho < 50 µm, o que é correlacionado razoavelmente bem com baixas razões C/N e 

associados a amostras com maior grau de humificação. Dick (1997), estudando também 
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ácidos húmicos de um Latossolo Vermelho, com alta razão C/N e baixa razão H/C, verificou 

por meio de RMN 13C, que os ácidos húmicos desse solo apresentavam baixo grau de 

aromaticidade e maiores quantidades de estruturas alifáticas, indicando que estas razões 

relacionam-se bem com o grau de aromaticidade das substâncias húmicas. Segundo Zech et 

al. (1997), quanto menor o valor da relação C/N, mais acentuado é o caráter aromático do 

carbono.  

Essa razão também pode informar sobre o grau de humificação das substâncias 

húmicas, menores relações C/N indicam maior grau de humificação. Bezerra et al. (2006), 

verificando a viabilidade da aplicação de lodo, produzido pela Estação de Tratamento de 

Esgoto do Aeroporto Internacional do Rio de Janeiro (ETAR-APOIO), à revegetação de uma 

área degradada do aeroporto, concluiu que o material encontrava-se estabilizado devido a sua 

baixa reação C/N.  

Observando possíveis alterações na distribuição das frações humificadas da matéria 

orgânica e das características estruturais dos ácidos húmicos de amostras de horizontes 

estruturais de dois solos tratados com adição de resíduos de origem urbana, Canellas et al. 

(2001) verificaram que os menores valores da relação C/N nos ácidos húmicos de um 

Argissolo Vermelho-Amarelo com a adição dos resíduos orgânicos caracterizavam a maior 

estabilidade química desta fração humificada e Amelung (1998), ao analisar frações de solo 

(areia grossa), encontrou altos valores da relação C/N sugerindo, assim, um baixo grau de 

humificação da matéria orgânica desse material particulado. 

 

2.14    TÉCNICAS ESPECTROSCÓPICAS DE ANÁLISE APLICADAS AO ESTUDO  
           DAS SUBSTÂNCIAS HÚMICAS 
 
 
 

Nos últimos anos, as técnicas de análises espectroscópicas vêm sendo utilizadas para 

identificar o grau de humificação da matéria orgânica do solo, permitindo observar as 
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mudanças que ocorrem na conformação estrutural dos grupos funcionais da matéria orgânica, 

sendo que o seu uso em conjunto permite o estudo das características estruturais da matéria 

orgânica. Entre esses métodos destacam-se: RPE, RMN, FTIR, espectroscopia ótica no UV- 

�visível e Fluorescência no UV - visível. 

A espectroscopia de fluorescência (detalhado no capítulo 3) tem sido amplamente 

utilizada para estudos das substâncias húmicas. Zsolnay et al. (1999) e Kalbits et al. (1999) a 

utilizaram para avaliar o grau de humificação e o tamanho molecular das substâncias húmicas. 

Senesi et al. (1991), com a finalidade de estabelecer critérios para diferenciação e 

classificação das substâncias húmicas, propuseram a utilização das propriedades fluorescentes 

dessas substâncias e Milori et al. (2002) determinaram através dessa técnica o grau de 

humificação de ácidos húmicos. 

 

2.14.1  Espectroscopia de Ressonância Paramagnética Eletrônica  

 

A RPE avalia o grau de humificação das substâncias húmicas através da quantificação 

de radicais livres do tipo semiquinonas (SENESI, 1990, MARTIN-NETO et al., 1994a; 

SAAB, 1999; SAAB; MARTIN-NETO, 2003). Essa técnica é uma das poucas, entre os 

métodos de laboratório que pode fornecer informações estruturais, sem artefatos ou condições 

experimentais restritivas, sobre a complexação dos íons metálicos paramagnéticos (Fe+3, Cu+2, 

Mn+2, Cr+3 e outros) com as substâncias húmicas (MARTIN-NETO et al., 1991). 

 

2.14.2  Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear 

 

A RMN permite a visualização de grupos funcionais que compõem as substâncias 

húmicas e correlaciona o grau de humificação com o grau de aromaticidade das substâncias 
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húmicas (KRØSSHAVN et al., 1992, ZECH et al., 1997), sendo extensivamente utilizada 

para informações sobre os núcleos de 1H, 13C, 31P, 15N e 27Al, identificação de mecanismos de 

decomposição, efeitos de cultivo, caracterização de formas orgânicas de nitrogênio e fósforo e 

interação da matéria orgânica com xenobióticos e metais. Através da espectroscopia de RMN 

de 13C a caracterização estrutural e a determinação do grau de aromaticidade e alifaticidade 

das substâncias húmicas, em amostras nos estados sólido e líquido podem ser determinados 

(SAAB, 1994; SAAB; MARTIN-NETO, 2007). 

Esta técnica é atualmente a mais usada para caracterizar as substâncias húmicas do 

solo, sendo possível a utilização de amostra sólida ou líquida (CONTE et al., 1997), não 

sendo destrutiva e preservando a amostra para outras análises com economia de solventes e 

permitindo a avaliação in situ da matéria orgânica do solo. No entanto, apresenta algumas 

limitações como baixa sensibilidade devido à pequena abundância natural da maioria dos 

núcleos e os tempos de relaxação muito longos que exigem experimentos com longa duração. 

 

2.14.3  Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier. 
 
 
 

Esta técnica baseia-se no fato de que os diversos tipos de estruturas moleculares e de 

ligações químicas existentes numa molécula absorvem radiação eletromagnética na região do 

infravermelho, em comprimento de onda característico, fazendo com que cada ligação 

química vibre numa faixa espectral específica que vai refletir o ambiente químico de inserção 

de cada grupo de átomos analisado (CERETTA et al., 1999). 

A FTIR é uma ferramenta que permite analisar a natureza química, reatividade e 

arranjo estrutural de grupos funcionais contendo oxigênio, a presença de proteínas e 

carboidratos e a eficiência do processo de purificação da amostra quanto à contaminantes 

como argila, sais e metais (STEVENSON, 1994). 
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Segundo Benites et al. (1999), a introdução da técnica de transformada de Fourier na 

determinação dos espectros de infravermelho proporcionou avanços como maior velocidade 

na leitura dos espectros, proporcionando uma melhoria na definição dos sinais e exatidão na 

análise e redução do custo do equipamento, tornando-se um método simples e barato 

comparado a outras técnicas espectroscópicas, além da pequena quantidade de amostra 

requerida na análise. 

Complementando os dados obtidos por RMN, as análises de FTIR têm sido usadas 

para identificar grupos funcionais carboxila, amina, hidroxila, carbonila e outros 

(SCHNITZER, 1978; STEVENSON, 1994). Estas informações são úteis porque permitem 

identificar possíveis processos de oxidação e alteração de grupos funcionais, associados aos 

efeitos de manejos, devido, por exemplo, ao aumento ou redução da aeração do solo, mudança 

de pH, complexação com micronutrientes de fertilizantes ou ocorrendo naturalmente no solo, 

e com metais pesados. 

 

2.14.4  Espectroscopia de Absorção de Luz UV- visível. 

 

A Espectroscopia de UV-visível envolve transições eletrônicas. A razão das 

absorbâncias 465 e 655 nm (E4/E6) tem sido muito utilizada, apesar de existir controvérsias a 

seu respeito, como um indicador do grau de condensação e humificação das substâncias 

húmicas de solos.  Com o aumento da massa molecular e da condensação dos anéis essa razão 

decresce, sendo utilizada como um indicador do grau de condensação Assim, se a razão 

E4/E6 é baixa, indica alto grau de condensação dos constituintes aromáticos e se for alta 

infere-se a presença de um número relativamente maior de estruturas alifáticas. 
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Recentemente Saab e Martin-Neto (2007), estudando AH de gleissolos mostraram que 

a razão E4/E6 correlacionou muito bem com a quantidade de anéis aromáticos condensados, 

determinados por CP/MAS RMN 13C juntamente com a técnica de defasagem dipolar. 

A espectroscopia de UV-visível é muito utilizada devido ao fácil manuseio, rapidez e 

baixo custo operacional. Possui também baixos limites de detecção, o que possibilita 

determinações em pequenas quantidades de amostra e possibilidade de quantificação a partir 

de comparações com padrões. Porém, não é uma técnica qualitativa, pois, como é uma 

absorção molecular, o espectro gerado é de bandas. Os espectros no UV-visível correspondem 

a um gráfico de freqüência ou comprimento de onda de absorção, relacionado com a 

intensidade de absorção, medida em transmitância ou absorbância. 

Uma outra técnica espectroscópica também usada na análise de solos é a fluorescência 

e, mais recentemente, a fluorescência induzida por laser, a qual tem se mostrado eficaz na 

análise de solos inteiros. Essa técnica será tratada no capítulo a seguir.  
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CAPÍTULO 3 
 
 
 

ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA 
 
 
 

3.1 FOSFORESCÊNCIA E FLUORESCÊNCIA 
 
 
 

As moléculas apresentam diferentes níveis energéticos podendo sofrer transições entre 

estes níveis pela absorção ou emissão de um quantum discreto de luz com energia igual à 

separação entre os níveis. As energias necessárias para alterar a distribuição eletrônica de 

moléculas são da ordem de diversos eletronvolts. Logo, os fótons absorvidos ou emitidos 

quando tais alterações ocorrem estão nas regiões do visível e ultravioleta do espectro 

eletromagnético (ATKINS, 2003). 

Muitos sistemas químicos podem ser excitados por radiação eletromagnética e reemitir 

essa radiação ao mesmo tempo ou a outro comprimento de onda. Sistemas como esses são 

chamados fotoluminescentes, dentro dos quais se distingue os fluorescentes e os 

fosforescentes. (GONÇALVES, 2001) 

Luminescência é a propriedade que diversas substâncias possuem de emitir luz sob 

efeito de uma excitação que pode ser térmica (termoluminescência), mecânica 

(triboluminescência), química (quimioluminescência), biológica (bioluminescência), ou 

luminosa causada por radiação ultravioleta ou na região do visível (fotoluminescência). Esse 

fenômeno será dito fluorescência se for instantâneo ou fosforescência, se ocorrer num tempo 

muito pequeno entre a excitação e a emissão.   

A fluorescência molecular consiste em processo fotoradioativo que se baseia na 

emissão de um fóton quando um elétron é excitado. Se esse fica emparelhado com o elétron 

no estado fundamental não há spin resultante e então se tem um estado singlete; se, pelo 
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contrário, os spins dos dois elétrons no estado fundamental e excitado são paralelos, diz-se 

que é um estado triplete, pois origina três níveis de energia tipicamente diferentes segundo os 

quais as moléculas se distribuem. (ATHINS, 2003; GONÇALVES, 2001) 

Estas transições envolvem a passagem de elétrons disponíveis dos orbitais n ou π para 

π*. O retorno dos elétrons ao estado fundamental envolve processo radiativo de fluorescência 

e fosforescência. Quando o tempo entre a excitação e a emissão da espécie excitada é maior 

(~10-6 - 1 s) o fenômeno é então chamado de fosforescência; no caso da fluorescência o tempo 

de vida média é mais curto (~10-8s) e as transições eletrônicas se dão em torno de 10-5s.  

A Figura 3.1 mostra a seqüência de passos envolvidos na fluorescência. A absorção de 

radiação eletromagnética no UV ou visível induz uma transição eletrônica do estado 

fundamental, S0, até o primeiro estado excitado (S0 → S1*). A molécula excitada é, então, 

sujeita a colisão com as demais moléculas vizinhas, fazendo com que parte da energia 

absorvida seja dissipada não radiativamente. Com isto o elétron excitado desce os níveis 

vibracionais (→V3→V2→..) até o nível vibracional de menor energia (V1) do estado 

molecular eletronicamente excitado (S1*). Nesta condição, as moléculas das redondezas não 

são capazes de aceitar a maior parte de energia necessária para levar a molécula até o estado 

fundamental; assim a molécula emite esta energia espontaneamente, na forma de 

fluorescência, para retornar ao seu estado fundamental (ATKINS, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 



 42 

 

 

A fluorescência ocorre tanto em sistemas químicos simples como complexos, sejam 

esses sólidos, líquidos ou gases. Quando a radiação absorvida é reemitida sem alteração de 

freqüência, é chamada de fluorescência ressonante. No entanto, as bandas de fluorescência 

molecular encontram-se mais frequentemente centradas em comprimentos de onda maiores 

(energia menores) que o da linha de ressonância (SKOOG, 2002). 

          No fenômeno da fosforescência, os primeiros passos são os mesmos da fluorescência 

(Figura 3.2), diferindo apenas pela presença de um estado excitado tripleto. 

         As figuras 3.1 e 3.2 mostram o esquema das diferentes formas de decaimento para 

elétrons excitados. Duas dessas transições, a fluorescência e a fosforescência, são radiativas 

porque envolvem a liberação de fótons. Entretanto, outras formas de transição não radiativas 

podem ocorrer. 
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Os processos não radiativos para que a molécula volte ao seu estado fundamental são: 

a conversão interna, a conversão externa e o cruzamento intersistemas. 

            Esses processos que podem competir com as transições radiativas ou mesmo 

complementá-las são mostrados a seguir. 

 

3.2 CONVERSÃO INTERNA 

 

Uma molécula pode ser excitada a qualquer um dos níveis vibracionais mais 

energéticos durante um processo de excitação eletrônica. Porém, em solução este “excesso” 

de energia vibracional rapidamente é perdido para o meio, resultando em um pequeno 

acréscimo na temperatura desse e levando o elétron ao mais baixo nível vibracional do estado 

excitado. O processo vibracional é tão eficiente que o tempo de vida médio de uma molécula 

excitada é da ordem de 10-12 s ou menos. Desta forma, a banda de fluorescência associada a 

esta transição eletrônica, quando existe, ocorre a energias menores que da excitação inicial. 
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A conversão interna resulta em um mecanismo não radiativo para a relaxação do 

estado excitado. Esses processos não são bem compreendidos, mas são altamente eficientes, 

pois poucos compostos exibem fluorescência.  

A conversão interna parece dar-se com maior probabilidade quando dois níveis de 

energia eletrônica estão suficientemente juntos de modo a dar-se a sobreposição dos níveis 

vibracionais. Assim, dão-se transições não radiantes entre dois estados singletes, ou dois 

tripletes, por relaxação vibracional. A conversão interna pode resultar no fenômeno da pré-

�dissociação, que deve diferenciar-se da dissociação, porque nesta a radiação absorvida 

excita o elétron de um grupo cromóforo diretamente para um nível vibracional 

suficientemente elevado, de modo a quebrar a ligação do grupo. Este processo de dissociação 

também compete com o de fluorescência. 

A desativação de um estado eletrônico excitado envolve frequentemente interação e 

transferência de energia entre as moléculas excitadas e as do solvente, ou outros solutos, por 

colisões ou ações a longa distância, processo a que se chama de Conversão externa ou 

supressão (ou extinção) por colisão (em inglês, collisional quenching) e que explica o efeito 

do solvente na intensidade da fluorescência. Deste modo, as condições que provocam uma 

diminuição do número de colisões, ou outros efeitos bimoleculares, entre as partículas, como 

um abaixamento da temperatura e um aumento da viscosidade, aumentam em geral a 

fluorescência. 

 

3.4     CRUZAMENTO INTERSISTEMA 

 

É o processo no qual o elétron tem seu spin invertido, permitindo a sua migração para 

um estado tripleto. Como acontece com a conversão interna, a probabilidade deste tipo de 

transição aumenta se os níveis vibracionais dos dois estados se sobrepuserem (GONÇALVES, 
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2001). Este processo é mais comum em moléculas que contêm átomos de alto peso molecular 

(efeito do átomo pesado). As interações spin/órbita ficam mais fortes na presença destes 

átomos favorecendo, dessa forma, a mudança do spin. A presença na solução de espécies 

paramagnéticas, tais como oxigênio molecular, diminui a fluorescência, pois também 

promove o cruzamento intersistema. 

Estes mecanismos limitam a fotoluminescência a um número relativamente pequeno 

de sistemas. A rota mais favorável para o decaimento é aquela que minimiza o tempo de vida 

dos estados excitados. Assim, o decaimento por fluorescência será observado se o sistema 

apresentar características estruturais e ambientais as quais permitam que esse decaimento seja 

rápido o suficiente em relação aos processos não radiativos. 

A fluorescência dificilmente ocorre para excitações com radiação ultravioleta de 

comprimentos de onda menores que 250 nm, pois tal radiação é constituída por fótons com 

energia suficiente para causar a desativação da molécula por dissociação ou pré-dissociação 

(Skoog, 2000).  No caso da pré-dissociação, o elétron é levado para um estado energético de 

menor energia a partir de um estado de energia maior, porém num estado de vibração 

superior. Esta energia vibracional é elevada o bastante para provocar o rompimento da ligação 

seguida por conversão interna de energia eletrônica para energia vibracional (GONÇALVES, 

2001). 

Posteriormente, por cruzamento intersistema, o elétron passa para um nível eletrônico 

baixo, porém em um nível vibracional mais energético. (SKOOG, 2000). 

 

3.5      FATORES QUE INTERFEREM NA FLUORESCÊNCIA 

 

            Muitos são os fatores capazes de afetar a fluorescência da molécula, reduzindo sua 

energia no estado excitado e a intensidade fluorescente. 
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A intensidade da fluorescência diminui com o aumento do tamanho molecular 

(LEVESQUE, 1972; HALL; LEE, 1974; SENESI, 1990; SPARK; SWIFT, 1994; ALBERTS 

et al., 2000). Ewald et al., (1988) observaram que no espectro de emissão de fluorescência em 

frações de ácidos fúlvicos, com peso molecular distintos, provenientes da atividade 

microbiana, ocorria um deslocamento do pico de emissão para o vermelho, ou seja, 

deslocamento para comprimentos de onda maiores, com o aumento do tamanho das 

moléculas. 

Átomos de elevado número atômico ligados à estrutura fluorescente também são 

capazes de diminuir a eficiência da fluorescência, pois podem causar perturbação no spin 

eletrônico aumentando a taxa de cruzamento entre sistemas. É o que ocorre com as 

substâncias húmicas quando há substituição por halogênios e coordenação de íons de elevado 

número atômico, especialmente quando o íon é paramagnético (PIANA E ZAHIR, 2000). 

A interação com outros solutos, como o oxigênio molecular dissolvido (extinção 

estática), ou com íons metálicos (extinção dinâmica), que são de mais alto estado excitado, 

também diminuem a intensidade da fluorescência. Os íons metálicos podem reduzir a 

fluorescência de ligantes orgânicos, devido ao aumento na proporção de processos não 

radioativos que competem com a fluorescência. Metais paramagnéticos de transição, como o 

Fe3+, Fe2+, Ni2+, Cu2+, e Cr3+, entre outros, têm o nível d de energia menor que o estado 

excitado “singlete”, podendo reduzir a fluorescência dos ligantes das substâncias húmicas por 

transferência de energia intramolecular (SENESI et al., 1991). Um aumento da intensidade de 

fluorescência pode ser observado quando há um aumento da rigidez estrutural, pois esta tem o 

efeito de reduzir o grau de interação da molécula fluorescente com seu meio ocorrendo, com 

isto, uma diminuição da taxa de conversão interna (SENESI, 1990).  

A fluorescência de um composto aromático com substituintes básicos ou ácidos no 

anel benzênico também depende do pH. O comprimento de onda e a intensidade de emissão 
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possivelmente serão diferentes para as formas ionizadas e não ionizadas do composto. As 

mudanças na emissão de compostos destes tipos surgem do número diferente de espécies 

ressonantes associadas às formas básica e ácida das moléculas. Estas observações sugerem 

que procedimentos analíticos baseados na fluorescência requerem controle de pH. (SKOOG, 

2002). As propriedades fluorescentes das SH variam marcantemente com o pH de acordo com 

sua natureza e origem (SENESI, 1992). Como a fluorescência depende do grau de conjugação 

da molécula e a ocorrência de ligações de hidrogênio intramolecular pode aumentar ou 

diminuir a conjugação de grupos vizinhos, a intensidade da fluorescência pode variar pela 

ocorrência deste tipo de ligação em função de variações da concentração de eletrólitos e do 

pH do meio (SPARK et al, 1994). 

A extensão de sistemas eletrônicos π, o nível de substituição heteroatômica e o tipo e 

número de grupos substituintes dos anéis aromáticos afetam a intensidade e o comprimento de 

onda da emissão fluorescente das substâncias húmicas. Assim, o comportamento da 

fluorescência de uma molécula é o resultado de um efeito cumulativo e muitas vezes 

interdependente de diferentes aspectos estruturais da molécula, sendo o espectro de 

fluorescência provavelmente a soma de diversos espectros de fluoróforos presentes nas 

moléculas de substâncias húmicas (SENESI et al., 1990). 

A heterogeneidade das substâncias húmicas fornece, portanto, espectros de 

fluorescência que podem ser utilizados para se distinguirem aspectos baseados na sua 

natureza, origem e gênese (SENESI et al., 1991). Alguns autores se referem a técnica de 

fluorescência para as SHs como sendo promissora (MIANO et al., 1988; SENESI; 

LOFFREDO, 1996; ZSOLNAY et al, 1999; KALBITZ et al., 2000), visto ser uma técnica 

sensível, não invasiva, requer um preparo mínimo e uma pequena quantidade de amostra, 

podendo  a análise ser feita em curto espaço de tempo. Porém, a pequena quantidade de 

estruturas fluorescentes presentes nas substâncias húmicas, que dificultam a observação da 
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fluorescência é uma das limitações desta técnica, além do fato da fluorescência observada não 

representar a total fluorescência da molécula, devido à dificuldade de se varrer o espectro em 

todos os comprimentos de onda.  

 

3.6     MODOS DE OBTENÇÃO DO ESPECTRO DE FLUORESCÊNCIA  

 

O espectro de fluorescência pode ser obtido em três modos: de emissão, excitação e 

excitação sincronizada em amostras de ácido húmico e ácido fúlvico dissolvidos em água a 

uma concentração e pH apropriado. O espectro de emissão de fluorescência é obtido, em 

geral, definindo-se um comprimento de onda específico para excitação dos componentes da 

amostra. Esta radiação incidente é definida como aquela em que a amostra absorve com maior 

intensidade em seu espectro de absorção. Mantendo-se fixo este comprimento de onda de 

excitação, são registrados os comprimentos de onda e as intensidades das emissões 

provenientes da relaxação dos componentes da amostra. O espectro de excitação é registrado 

medindo-se a intensidade da emissão em um comprimento de onda fixo, embora variando o 

comprimento de onda da excitação. Os espectros de excitação de varredura sincrônica são 

obtidos por medida da intensidade da fluorescência, enquanto que simultaneamente faz 

varredura sobre ambos: a excitação e emissão num comprimento de onda e mantendo uma 

constante, otimizada pela diferença do comprimento de onda, ∆λ = λem – λexc, entre elas. 

(SENESI, 1992).  

Na figura 3.3 estão representados os espectros obtidos para uma mesma amostra de 

ácido húmico e ácido fúlvico, sendo o λexc de 360 nm para o espectro de emissão, de 270-500 

nm a leitura do espectro de excitação, com o λem fixa a 520 nm e o espectro de excitação – 

sincronizado de 290-550 nm, sendo o ∆λ de 18 nm (SENESI et al, 1991). 
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O uso da espectroscopia de fluorescência para o estudo das substâncias húmicas tem 

sido de grande utilidade para indicar seu grau de humificação (SENESI, 1992, MILORI et al., 

2002; ROSA et al., 2004) e tem dado importantes resultados na avaliação da qualidade do 

solo, pois fornece informações que podem ser usadas para diferenciar e classificar a matéria 

orgânica natural de acordo com a sua origem, gênese e natureza e também para identificar 

estruturas moleculares e funcionalidades, sendo sensível à presença de metais pesados e 

contaminantes orgânicos.  

Esta técnica é muito sensível devido à capacidade de se detectar o sinal proveniente 

de moléculas quando excitadas por um comprimento de onda específico. É também bastante 

 

Figura 3.3 - Espectro de fluorescência de emissão, excitação e sincronizada-excitação de um ácido húmico 
(AH) e um ácido fúlvico (AF) de um mesmo solo (Senesi et al., 1991). 
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seletiva, uma vez que os comprimentos de onda de excitação e emissão dependem do mesmo 

composto de interesse, fazendo com que o sinal de fluorescência detectado seja característico 

de cada molécula em estudo. 

O uso da técnica de fluorescência nos estudos sobre substâncias húmicas está 

apoiado na presença estável de várias estruturas fluorescentes intrínsecas à molécula húmica e 

também aos seus precursores, particularmente anéis aromáticos, fenóis e grupos quinona 

(SENESI et al, 1991). Essa é uma das poucas técnicas que investiga as substâncias húmicas 

em concentrações e condições naturais, fornecendo assim, informações estruturais das 

moléculas que as compõem. 

 

3.7      ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA INDUZIDA POR LASER 

 

As técnicas anteriormente citadas exigem a extração e fracionamento químico das 

substâncias húmicas do solo, resultando na geração de resíduos químicos e tornando a análise 

de solos um processo lento e trabalhoso. Além disso, os produtos deste tratamento (ácido 

húmico, ácido fúlvico e humina) podem apresentar modificações em relação a sua forma in 

situ (FELLER; BEARE, 1997).  

Em trabalho recente, Milori et al (2006) mostraram que usando a técnica de 

fluorescência chamada de (FIL) fluorescência induzida por laser é possível quantificar a 

humificação do solo inteiro (solo sem qualquer tratamento físico ou químico). Segundo os 

autores, isto é possível devido ao fato de que os sinais de fluorescência são emitidos em 

sistemas rígidos conjugados em estruturas ou moléculas individuais, como anéis aromáticos e 

quinonas. Sendo assim, quando a substância muda de estado (sólido, líquido, vapor) ou é 

dissolvido, o sinal de fluorescência da substância ainda persistirá. 
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As principais vantagens desta técnica são alta sensibilidade e seletividade, pois 

somente aqueles grupos funcionais que fluorescem podem ser observados, sendo que a 

intensidade da fluorescência aumenta com o decréscimo do tamanho molecular e o 

incremento de grupos C=O, COOH e C aromáticos. A simplicidade e rapidez são também 

vantagens com uso desta técnica. A fluorescência não tem o mesmo impedimento analítico 

como o EPR e RNM em relação ao Fe3+ podendo, por isso, ser usada para determinar o grau 

de humificação em latossolos sem a necessidade da extração de ácidos húmicos. Porém, a 

maioria dos trabalhos existentes usa esta técnica em substâncias húmicas (MILORI et al., 

2002). 

 Nas substâncias húmicas, os principais fluoróforos presentes, grupos capazes de 

absorver e emitir energia, na forma de luz, são sistemas com alto grau de conjugação, como, 

por exemplo, anéis aromáticos e grupos do tipo quinona. 

             Riffaldi e Schnitzer (1972) afirmaram que os radicais semiquinonas são formados a 

partir da remoção de hidrogênio (H) dos grupos OH dos fenóis. Assim, quanto maior a 

concentração de fenóis no material de origem, maior a concentração de spins nos ácidos 

húmicos formados a partir deles. Martin Neto et al. (1994a), utilizando a técnica de EPR, 

encontraram altas concentrações de radicais semiquinonas ao correlacionar com menores 

valores de razão C/N da fração orgânica avaliada associando, dessa forma, estas 

características ao maior grau de humificação do ácido húmico.  

Com base nestes fatos é possível propor a fluorescência como parâmetro para se 

estudar os processos de humificação. Sua utilização é mais relevante nos solos (como, por 

exemplo, Latossolos Vermelho eutroférrico) em que os conteúdos de ferro inviabilizam os 

estudos dos parâmetros da humificação por técnicas de Ressonância Magnética. 
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CAPÍTULO 4 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1      COLETA DE AMOSTRAS 

 

41.1    Localização e características do solo 

 

As amostras de solo foram coletadas em 23/03/2005, na Estação Experimental do Pólo 

Regional de Pesquisa do Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR), em Ponta Grossa-Paraná-

Brasil (Figura 4.1). As coordenadas geográficas da área do ensaio são: latitude 25°13’S, 

longitude 50°01’W e altitude de 875 m.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                   Figura 4.1 – vista geral das três macro-parcelas (área de ensaio) 
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O clima da área, segundo a classificação de Köeppen é o Cfb – subtropical úmido 

mesotérmico com verões frescos, sem estação seca e com geadas severas. A temperatura 

média do mês mais frio é menor que 18°C e a do mês mais quente maior que 22°C. 

A precipitação total anual situa-se entre 1300 mm a 1800 mm, com chuvas bem 

distribuídas ao longo do ano. A vegetação é constituída por campo subtropical de altitude 

(EMBRAPA, 1992/93). Os tratamentos foram distribuídos em três parcelas, onde duas 

apresentam a dimensão de 100 x 50m com uma área de 5000m2 e rampas de 50m. Uma 

terceira parcela possui uma área superficial de 100x100m com uma área de 10000m2. 

As coletas foram realizadas com auxílio de um trado tipo Holandês, no qual existem 

graduações de várias profundidades. Neste caso, foram utilizadas as marcações de 

profundidade 0-20 cm, 20-40 cm e 40-60 cm. Utilizou-se em torno de 10 coletas por área, as 

quais compuseram uma amostra para uso das análises. 

Os tratamentos das parcelas 1, 2 e 3 foram compostos por uma sucessão de diversas 

culturas em três sistemas de manejo descritos a seguir, conforme relatório de experimento do 

IAPAR. 

 

SISTEMA 1 – Preparo Convencional 

Preparo do solo com uso de arado de disco, hidráulico e reversível, da marca 

LAVRALE, seguido de duas gradagens leves, com grade hidráulica de 24 discos (Figura 4.2), 

feitas com a finalidade de criar condições favoráveis para o estabelecimento da cultura. A 

rotação de cultura (rotação 1) entre os anos de 1981-1990 foi de trigo e soja, entre 1990 1995 

cultivaram-se aveia preta/soja/aveia preta/milho/trigo/soja/aveia preta/soja/tremoço/ milho, 

entre 1995-2000 cultivaram-se aveia preta/soja/trigo/soja/aveia + ervilhaca/milho/aveia 

preta/soja/trigo/milho e entre 2000-2005, cultivaram-se aveia +ervilhaca/milho/aveia/soja/ 

aveia/soja/aveia + ervilhaca/milho/aveia/soja/aveia + ervilhaca..   
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SISTEMA 2 – Preparo Mínimo 

Este sistema de cultivo (Figura 4.3) refere-se à quantidade de preparo do solo para 

criar condições necessárias a uma boa emergência e estabelecimento da planta.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       Figura 4.2 - Solo cultivado sob sistema plantio convencional – IAPAR - PG 

 

        Figura 4.3 - Solo cultivado sob sistema preparo mínimo - IAPAR - PG 
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O preparo do solo foi feito com uso da grade aradora ROME, seguida de duas 

gradagens leves (Figura 4.3). A rotação de cultura foi a mesma adotada no sistema 1. 

 

SISTEMA 3 – Plantio Direto 

Neste sistema (Figura 4.4) entre os anos de 1981-1988 utilizou-se uma alternância de 

preparo com uso da aração e gradagem e plantio direto em três ocasiões. A partir de 1989 esta 

parcela passou a ser cultivada sempre em plantio direto. A rotação de culturas adotada entre 

1981-1990 era de milho/aveia/soja/trigo/soja/tremoço/milho/aveia/soja/trigo/soja/tremoço/ 

milho/aveia/soja/trigo e soja. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Assim como nos sistemas 1 e 2, a partir de 1990 passou-se a adotar a rotação de 

culturas de aveia preta/soja/aveia preta/milho/soja/aveia preta/soja/tremoço/milho e entre 

1995-2005, a rotação de cultura foi a mesma adotada no sistema 1. Os preparos do solo e 

plantio foram realizados sempre em nível e a colheita realizada com colhedora automotriz. 

     

         Figura 4.4 – Solo cultivado sob sistema plantio direto – IAPAR - PG 
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Este sistema de plantio não envolve preparo do solo, a não ser na faixa e profundidade 

onde a semente será plantada. 

 

4.2     SOLO 

 

 O solo a ser utilizado no experimento (Figura 4.5) classifica-se, conforme o Sistema 

Brasileiro de Classificação de Solos Embrapa (1999), como um Latossolo Vermelho 

Distrófico (LVd), com uma declividade média de 8%, submetido a 26 anos de plantio de 

várias culturas diferentes. 

Latossolos são solos muito profundos (com mais de 2,0m de profundidade), de cor 

vermelha, alaranjada ou amarela, muito porosos, com textura variável. Possuem baixa 

capacidade de troca de cátions e teores de óxidos de ferro e alumínio elevados. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Figura 4.5 - Solo Analisado: Perfil do solo classificado como 
Latossolo Vermelho distrófico. 
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4. 2.1.  Procedimento de abertura das amostras de solo 

              

 

As amostras de solo em duplicatas foram colocadas para secar naturalmente e, após, 

moídas em peneira de 1 mm para que a fração cascalho e as impurezas maiores fossem 

retiradas. Essas amostras foram numeradas e novamente deixadas para secar naturalmente à 

temperatura ambiente. A tabela 4.1 mostra os sistemas de cultivo e a profundidade para as 

amostras de solo. 

Tabela 4.1. Sistemas de manejo e profundidades do solo Latossolo 

Amostra Sistemas de manejo Profundidade (cm) 

1 Convencional 0-20 

2 Convencional 20-40 

3 Convencional 40-60 

4 Mínimo 0-20 

5 Mínimo 20-40 

6 Mínimo 40-60 

7 Direto 0-20 

8 Direto 20-40 

9 Direto 40-60 

 

 

4.2.2 Procedimento para fracionamento por granulometria das amostras de solo. 
 
 

As amostras de solo inteiro foram moídas para desmanchar os torrões que ainda 

pudessem existir e então peneiradas para separar as impurezas, utilizando-se para isso peneira 

de 1 mm. Então foi preparado 1L de solução de NaOH  1 mol/L, colocando-se 40 g de NaOH 

para 1L de solução, etiquetou-se e reservou-se em frasco âmbar. 

Em placas de petri, colocou-se cada amostra de solo, em duplicata, sendo todas as 

amostras numeradas e etiquetadas. Essas amostras foram levadas à estufa numa temperatura 

de 60°C, para garantir o mínimo de umidade às mesmas. 
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As amostras permaneceram em estufa e, após, em dessecadores, para que não 

absorvessem umidade, por aproximadamente 48 horas sendo, então, submetidas ao 

procedimento de desagregação de partículas para o fracionamento físico, descrito a seguir: 

Mediu-se aproximadamente 20g de cada amostra das placas de petri em balança 

eletrônica diretamente em erlenmayers ou em béqueres de 250 mL. A amostra medida foi 

colocada num recipiente contendo 200mL de água destilada, então foi adicionado 10 mL de 

NaOH – 1mol/L, para minimizar a floculação das amostras durante a sedimentação, agitou-se  

essa suspensão manualmente  e cobriu-se  cada amostra com filme plástico. Essas suspensões 

ficaram em repouso por aproximadamente 24 horas. Depois, as amostras ainda fechadas com 

filme plástico, foram levadas a uma lavadora ultra-sônica (Lavadora Ultra-Sônica 

Computadorizada USC 750 – Ultra Sonic Cleaner) para desagregação das partículas, por 20 

minutos. Após esse tempo, cada amostra em suspensão foi derramada sobre uma peneira de 

53 mm/µm (270 mesh) e lavada com água destilada a fim de que se separasse a fração areia 

grossa das demais frações.  

Procurou-se tomar cuidado para que o volume de água destilada usada na lavagem da 

areia grossa não fosse muito superior a um litro (o ideal seria 1L). Nos casos em que o volume 

de água utilizado foi superior a 1L, reservou-se o excedente no recipiente onde já estava a 

amostra em suspensão (erlenmayer, béquer e, em alguns casos houve a necessidade de se 

utilizar mais recipientes para reserva de material – cada novo recipiente a ser utilizado foi 

lavado apenas com água destilada).  

Os recipientes contendo os excedentes das lavagens foram fechados com filme 

plástico e reservados, para depois serem utilizados, completando o volume do tubo onde as 

frações seguiram para as próximas etapas do fracionamento físico. 

A fração areia grossa que permaneceu na peneira foi lavada com água destilada para 

retirar a fração argila e, depois, com a água destilada fez-se seu arraste para uma placa de petri 
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para posterior secagem. As demais frações que passaram pela peneira (lembrando que a 

lavagem com água destilada da amostra na peneira parou quando a água que por ela passava 

estava o mais clara possível, para garantir a passagem da maior parte de fração argila), foram 

colocadas em tubos de PVC, por 24 horas. Prosseguiu-se o peneiramento para separação da 

fração areia grossa com as outras amostras.  

A temperatura foi medida para posteriormente ser verificado por quanto tempo 

deveriam as amostras permanecer em descanso e depois serem coletadas (Lei de Stokes). 

 

Onde:  
 
h = 5 cm 

dp = 2,53 g/cm3 

D ≤ 2,0 µm = 2.10-6 m = 2.10-4 cm (fração argila) 

dl = 1 g/cm3 

η = coeficiente de viscosidade (tabelado) 

g = 980 cm/s2 

A primeira agitação das amostras foi realizada nos tubos por um minuto com uma 

haste de metal, de base em forma de disco com perfurações. Essa haste de metal foi 

substituída por outras de PVC, as quais eram lavadas com água destilada a cada término de 

agitação para evitar contaminações das outras amostras.  

Após esse procedimento as amostras permaneceram em repouso por um tempo 

determinado de acordo com a temperatura medida inicialmente.  

Completou-se o volume dos tubos com água destilada, quando toda a fração argila foi 

coletada. 
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Para cada coleta da fração argila mediu-se a temperatura em água destilada (valendo as 

amostras dentro dos tubos) no início e no final da coleta, a fim de se verificar se a temperatura 

variava. Em cada coleta, as amostras foram reservadas em potes de plástico com capacidade 

de aproximadamente 670 mL. Realizou-se ao todo 53 coletas, sendo necessárias para 

completar o volume do pote três coletas, então:  

                                     3 coletas – 670 mL 

                                           53 coletas – x mL 

                                           x = 11836,67 ≅ 11837 mL = 11,837 L 

Após a coleta da fração argila, preparou-se 1L de solução de cloreto de cálcio (CaCl2) 

1 mol/L. Para preparar essa solução mediu-se em balança aproximadamente 110,9 g de CaCl2 

anidro (MM = 110,99 g/mol) e dissolveu-se essa massa em 1L de água destilada. A solução 

foi reservada e etiquetada. 

Nas amostras coletadas anteriormente, as quais estavam reservadas em potes de 

plástico e em repouso para decantação da fração argila, adicionou-se 7 mL da solução de 

CaCl2 1 mol/L para floculação do material . A utilização de 7 mL e não 10 mL foi devido ao   

volume de amostra que cada pote comporta (~670mL), assim para cada L seriam 10 mL:1000 

mL  de amostra  = 10 mL de solução de CaCl2 1mol/L 

             670 mL de amostra    =      x mL de solução de CaCl   

                                               x   =   6,7 mL   ≅   7,0 mL 

Realizado esse procedimento, todas as amostras foram novamente levadas a repouso. 

Observou-se a floculação da fração argila, em poucos segundos após a adição dos 7 mL de 

solução de CaCl2 1 mol/L e, após aproximadamente duas semanas de decantação fez-se a 

sifonação dessa fração,  deixando-se então secar naturalmente. 

Na separação da fração silte (2-20 µm), repetiu-se o procedimento de sedimentação de 

modo que, ao final, a suspensão retirada estivesse transparente, indicando que praticamente 
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todo o solo referente àquela fração havia sido separado (BAYER; MARTIN-NETO; SAAB, 

2003), sendo que a fração 20-53 µm consistiu no material remanescente após a separação da 

fração 2-20 µm. Essas frações foram, então, secas em estufa a 60°C, sendo realizado na 

seqüência suas análises.  

 

4.3     ANÁLISE ELEMENTAR  

 

As análises químicas elementares foram feitas utilizando o método via seca por 

combustão – aparelho LECO CR 412 do laboratório de Química e ICP do GMG - IGC – USP 

– São Paulo, SP. Em todas as análises foram utilizadas três replicatas e apresentado o valor 

médio das análises.  

 

4.4      ANÁLISE ESPECTROSCÓPICA 

 

4.4.1    Espectroscopia de Fluorescência Induzida por Laser (FIL) do solo intacto 
 
 
 

As amostras de solo, após serem previamente peneiradas e secas, passaram por um 

processo de pastilhamento. Para isso foram pesados aproximadamente 0,5 g de cada amostra e 

prensadas por cerca de 2 minutos, num peso de oito toneladas, sendo que cada pastilha 

formada é circular com diâmetro de 12 mm e 2 mm de espessura. Estas medidas devem ser 

respeitadas de acordo com o tamanho do suporte utilizado para as amostras no momento da 

medição.  

 A excitação da fluorescência foi feita com um laser de argônio (Coherent – modelo 

Innova 90C), mostrado na Figura 4.6. 
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A montagem experimental do sistema de FIL está mostrada na Figura 4.7. 

  

 
 

O sistema para medir a FIL (Figura 4.7) é constituído de um laser de argônio (1), de 

um prisma para separação da emissão laser de fluorescência do gás (2), de espelhos para 

condução da excitação até a amostra de solo (3,4 e 5), de uma lente convergente para coletar a 

fluorescência (6), de um modulador óptico (optical chopper) (7), de um filtro para suprimir a 
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 1- Laser de argônio 
 2- Prisma  

3, 4, 5 - Espelhos planos 
6- Lente convergente 

7- Modulador (optical chopper) 
8- Filtro 

9- Monocromador 
10- Fotomultiplicadora 

11- Amplificador Lock-in 
12- Sistema de aquisição (Micro) 

 

Figura 4.7 – Sistema para medida de Fluorescência Induzida por Laser  
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excitação no sistema de detecção (8), de um monocromador (CVI, L=25 cm) (9), de uma 

fotomultiplicadora (10), de um amplificador lock-in (11) e de um microcomputador dotado de 

placa de aquisição e software de controle e aquisição de dados (12). Foram obtidos espectros 

para cada amostra, e a média da área desses espectros foi utilizada para calcular o grau de 

humificação.               

Foram feitas análises de nove amostras de solo inteiro submetidos a diferentes 

sistemas de manejo (PD, PM e PC) e diferentes profundidades (0-20 cm, 20-40 cm e 40-60 

cm). Após a obtenção dos dados, foi calculado o grau de humificação das amostras de solo 

inteiro, denominada HFIL.  

 
 
4.4.2     Espectroscopia de Fluorescência Induzida por Laser das Frações do solo 
 
 
 

A matéria orgânica foi determinada utilizando-se as seguintes frações da superfície (0-

20 cm) do solo:  

- Frações argila, silte, areia grossa e areia fina, obtidas por fracionamento físico; 

- Frações argila, silte, areia grossa e areia fina submetidas a lavagem com H2O2 ( foram onze 

lavagens à temperatura ambiente (25°C) e três lavagens a 55°C ), sendo que nos dois 

tratamentos aos quais o solo foi submetido utilizou-se amostras dos três sistemas de preparo 

do solo; 

- Frações argila, silte, areia grossa e areia fina, do sistema plantio direto, submetidas à 

temperatura de 700°C. 

 O fato de ter-se utilizado amostras deste sistema de preparo do solo foi somente para 

comprovar que a fluorescência das amostras são originadas da matéria orgânica. 

O procedimento para se fazer o pastilhamento e posterior medida de FIL foi o mesmo 

realizado para o solo inteiro, o qual foi anteriormente descrito.  
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Utilizaram-se, para a realização das medidas de fluorescência, os seguintes parâmetros 

no equipamento: tensão na Fotomultiplicadora = 800 volts, Lock-in = 50 milivolts, Laser = 

458 nm e 300 miliwatts, e Varredura = 480 a 650 nm (MILORI et al., 2006). 

A interpretação do efeito dos sistemas de preparo de solo na humificação (HFIL) do 

solo inteiro e das frações granulométricas do solo foi realizada com base no respectivo desvio 

padrão da média, calculado a partir dos resultados da análise por FIL em duplicata (n=2). 

Cada pastilha de solo intacto possui duas faces ideais para essas medidas sendo que, para cada 

pastilha, foram obtidos dois espectros de FIL. Havendo duas pastilhas por amostra, foi obtido 

um total de quatro medidas (espectros) de FIL para cada amostra. 
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CAPÍTULO 5 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Neste capítulo são mostrados os resultados obtidos através de análises de CHN e FIL 

realizadas com amostras de solo intacto e suas frações físicas, por tamanho de partículas, bem 

como a discussão desses resultados. 

 

5.1 RESULTADOS DA ANÁLISE DE CARBONO (C), HIDROGÊNIO (H),               
NITROGÊNIO (N) E RELAÇAO C/N. 

 
 

Na tabela 5.1 são mostrados os valores de CHN e a relação C/N das amostras de solo em 

seus sistemas de manejo e profundidades. 

Tabela 5.1 - Teores de carbono, hidrogênio, nitrogênio e razão elementar C/N das camadas  
                                     de solo analisadas. 
 

Sistemas de manejo e 
profundidade do solo 

(cm) 
C total 

(g/kg-1) 
H total 

(g/kg-1) 
N total 

(g/kg-1) 

 
C/N 

 
PC (0-20) 32,6 20,5 2,1 18,11 

PC (20-40) 32,2 20,9 2,0 18,78 

PC (40-60) 26,9 21,2 1,7 15,82 

PM (0-20) 37,9 21,9 2,4 18,42 

PM (20-40) 33,9 21,9 2,0 19,77 

PM (40-60) 28,2 21,8 1,7 16,59 

PD (0-20) 39,6 22,2 2,4 19,17 

PD (20-40) 33,7 21,8 1,8 21,72 

PD (40-60) 27,1 21,9 1,7 15,94 
 

5.1.1.     Resultado do carbono total 
 
 

De acordo com os valores obtidos, observou-se que, em área sob PD, os valores da 

concentração de carbono total foram maiores na camada superficial (0-20 cm), com relação 
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aos outros sistemas de manejo do solo. Isto pode ter ocorrido pelo fato da atividade 

microbiana se concentrar nesta camada, devido ao aporte de matéria orgânica fresca 

principalmente no plantio direto, ocorrendo maior continuidade no processo de degradação do 

material orgânico e sua estabilização no solo, o que é dificultado nas camadas mais profundas.  

Esse sistema de cultivo e outras técnicas de preparo mínimo constituem hoje uma 

tendência geral para todas as áreas agrícolas, agropecuárias e agroflorestais, pois representam 

uma substancial redução de custos e uma alternativa benéfica em termos de preservação e 

recuperação de ambientes, (LAL, 1976; CAMPOS et al., 1997, CARPENEDO; 

MIELNICZUK, 1990; CORAZZA et al., 1999). Isso pode ser observado através dos valores 

obtidos no PM, onde os valores de carbono total foram maiores que o PC na camada de 0-20 

cm e maiores que o PD e PC nas camadas de 20-40 cm e 40-60 cm. 

Resultados semelhantes também foram obtidos por Bayer et al. (2000a), ao analisarem 

solos no PM e PC. Esses pesquisadores verificaram que o cultivo mínimo confere melhorias 

na fertilidade do solo e no seqüestro de carbono, e que os sistemas de manejo do solo podem 

atuar de forma variável sobre a dinâmica das suas diferentes frações húmicas. Em áreas de 

Latossolos Vermelhos sob PC na região de Passo Fundo – RS por longo período de tempo (9 

anos), Freixo et al. (2002) também observaram uma redução de 47% do carbono na 

profundidade de 0-5 cm.  

Resck et al. (2000), estudando sistemas de manejo do solo e balanços de carbono no 

cerrado verificaram que os sistemas de manejo afetam o carbono orgânico do solo 

diferentemente, não somente pelo modo como cada sistema de preparo atua no solo, mas 

também pela época do ano em que os restos culturais são incorporados ao solo. Estes autores, 

ao caracterizarem química e fisicamente parcelas com diferentes sistemas de manejo 

aplicados a um Latossolo Vermelho Escuro argiloso durante 15 anos, observaram que, em um 

perfil do solo de 40 cm, o sistema plantio direto acumulou mais carbono orgânico durante 
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estes anos do que áreas preparadas com pastagem ou com arado de discos, sendo que as 

maiores diferenças ficaram nos primeiros 10 cm de solo.  

Os resultados obtidos (Figura 5.1) mostram também que os menores teores de carbono 

total foram observados no preparo convencional, em todas as camadas, indicando que a 

transformação da matéria orgânica ocorre de maneira mais rápida. Tal fato sugere que estas 

áreas são mais suscetíveis à degradação do solo, quando comparadas às dos outros sistemas de 

menejo do solo. 

A redução do conteúdo de carbono no solo não se deve unicamente à diminuição da 

quantidade de resíduos adicionados, mas também ao aumento da atividade microbiana, 

causada por melhores condições de aeração, temperatura mais elevada e alternância mais 

freqüente de umedecimento e secagem do solo (STEVENSON, 1982).  

O uso contínuo de implementos e as perdas causadas pela erosão que é favorecida no 

sistema de manejo convencional, também contribuem para a redução do carbono no solo. Por 

outro lado, o acúmulo de resíduos culturais sobre o solo e de matéria orgânica nas camadas 

superficiais são contribuintes importantes para a ciclagem de nutrientes, atividade microbiana, 

agregação, movimento e armazenamento de água e troca de gases com a atmosfera 

(REICOSKY et al., 1995). Assim, sistemas de manejo conservacionistas, como plantio direto 

e preparo mínimo, promove aumento do teor de carbono nas camadas superficiais, o que 

também é complementado pela decomposição de raízes (CORAZZA et al., 1999). 

Bayer e Mielniczuk (1999) mostraram que o manejo de solo convencional (aração e 

gradagem) promove maior taxa de decomposição da matéria orgânica e menor adição de 

resíduos. Isso resulta em diferenças na quantidade de carbono orgânico e nitrogênio total no 

solo. Também observaram que a taxa de decomposição de carbono e nitrogênio no manejo 

convencional é o dobro se comparada com o plantio direto. Essa diferença entre os sistemas 

de manejo do solo nos teores de carbono e nitrogênio, ou de matéria orgânica na camada 
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superficial do solo (0-5 cm) é encontrada desde os primeiros trabalhos com plantio direto 

(MUZILLI, 1983; SIDIRAS; PAVAN, 1985), permanecendo restrita a esta profundidade ou 

chegando até 10 cm, mesmo após vários anos da implantação do plantio direto (BAYER; 

MIELNICZUCK, 1997; BAYER et al., 2000b).  

 

5.1.2.     Resultado do nitrogênio total 

 

A dinâmica do nitrogênio no solo é semelhante a do carbono e está intimamente 

relacionada com a desse elemento, sendo um importante indicador da qualidade do solo, pois 

está ligado com a capacidade deste em suprir a demanda das culturas, sendo o seu déficit 

estreitamente relacionado com o esgotamento de carbono facilmente mineralizável 

(GONÇALVES et al., 2001).  

Neste estudo, os maiores valores de nitrogênio no solo foram observados na camada 

superficial (0–20 cm) e os menores, na de 40–60 cm, em todos os sistemas de manejo. Isto já 

era de se esperar, pois segundo Cerri (1989) a maior parte de nitrogênio total encontra-se na 

superfície do solo em função da decomposição de resíduos vegetais das culturas que contêm 

este elemento em seu tecido; esse pesquisador encontrou resultados semelhantes ao realizar 

estudos de solos da Bacia Amazônica. Hernández-Hernández e López-Hernández (2002) 

também observaram maior valor de nitrogênio total em solo sob plantio direto, comparado 

com o manejo convencional, principalmente na camada de 0–5 cm, e diminuição do 

nitrogênio total com a profundidade. 

A magnitude das alterações do nitrogênio total depende da intensidade do manejo, do 

tipo e freqüência dos implementos, da qualidade e quantidade de fertilizantes e dos resíduos 

orgânicos que retornam ao solo (BEARE et al., 1994). Os teores de matéria orgânica e 

nitrogênio total do solo são determinantes importantes do processo de mineralização de 
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nutrientes no solo. Quanto maior o potencial produtivo de biomassa do ecossistema, maior é o 

aporte de matéria orgânica do solo, conseqüentemente, maior a quantidade de nitrogênio. 

 

5.1.3. Relação C/N 

 

Giacomini (2003) e Nicolardot, Recous e Mary (2000) citam que a relação C/N tem 

sido a característica mais usada em modelos para prever a disponibilidade de nitrogênio no 

solo durante a decomposição de materiais orgânicos. 

 Avaliando a matéria orgânica de solos tropicais submetidos à adição de lodo de 

esgoto, em um experimento de longa duração, Santos et al. (2006) observou que o lodo de 

esgoto apresentou menor razão C/N em relação aos ácidos húmicos extraídos do solo, o que 

foi atribuído ao fato de que o lodo de esgoto apresenta maior concentração de compostos 

nitrogenados, quando comparado ao solo. 

Através dos resultados obtidos neste estudo observou-se que em todos os sistemas de 

manejo houve um aumento da relação C/N na camada intermediária de 20-40 cm, em relação 

à camada superficial (0-20 cm), tornando a diminuir na camada de 40-60 cm. Resultados 

semelhantes também foram encontrados por Diekow (2003), em seus estudos sobre alterações 

nos estoques de carbono e nitrogênio do solo promovido por sistemas de culturas e adubação 

nitrogenada em plantio direto. Esse pesquisador observou que a relação C/N diminuiu a partir 

da superfície, onde se concentravam os resíduos da parte aérea da planta (2,5 – 7,5 cm), tendo 

depois um aumento abaixo dessa camada (37,5 – 47,5 cm) e tornando a diminuir até a 

profundidade de 107,5cm; o que foi atribuído a maior relação lignina/N e aumento do teor de 

argila em profundidade, associado com a maior relação dessa fração física na camada de 37,5 

– 47,5 cm. 
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5.2. RESULTADOS DA ANÁLISE DE CARBONO TOTAL DAS FRAÇÕES DO 
SOLO. 

 
 

Os resultados mostrados na tabela 5.2, são referentes apenas à camada superficial do 

solo (0-20 cm), pois os principais efeitos do manejo do solo são verificados nessa camada e 

indicam que na fração silte (2-20 µm) se encontra o maior conteúdo de carbono, quando 

comparados com as outras frações de solo. Estes resultados estão de acordo com alguns 

autores, os quais observaram que o conteúdo de carbono varia entre as frações físicas do solo, 

sendo a fração silte a que mais contribui para isso (BALESDENT; MARIOTTI, 1987; 

CATROUX; SCHNITZER, 1987; MONROZIER et al., 1991; RISTORI et al., 1992).  

Segundo González-Pérez, (2003), Martin-Neto et al. (1994a) e Bayer et al. (2002), 

com a diminuição do tamanho da partícula, ocorre um aumento na capacidade do solo em 

armazenar carbono. Isso se explica, de acordo com Christensen (1992), pela redução 

observada na relação C/N das frações granulométricas, que diminui com a redução do 

tamanho da partícula, o que sugere um grau de humificação mais avançado para o carbono 

associado às partículas mais finas (areia<silte<argila) do solo.  

Esse mesmo pesquisador afirma que o carbono-argila é uma das frações mais 

estabilizadas da matéria orgânica do solo, o que se deve ao fato dessa fração ser constituída de 

um material mais recalcitrante e, também, pela maior estabilidade química e física conferida 

ao carbono em associação com a fase mineral do solo (CHRISTENSEN, 1992, 1996). 
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                   Tabela 5.2 - Valores de Ctotal das frações do solo, em diferentes sistemas  
                                       de manejo e  profundidade de 0-20cm. 

 
Sistemas de manejo 
do solo 

Frações C total 
(g/kg-1) 

Argila 30,4 

Silte 32,0 

Areia grossa 20,8 
Preparo mínimo 

Areia fina 15,8 

Argila 30,3 

Silte 31,8 

Areia grossa 16,6 
Plantio direto 

Areia fina 15,5 

Argila 24,8 

Silte 29,9 

Areia grossa 15,7 

Preparo 

convencional 

Areia fina 12,6 

 

Compostos orgânicos associados com a fração silte são mais estáveis, menos 

biodegradáveis e têm maior aromaticidade. Este comportamento ocorre em razão dos 

agregados com este diâmetro serem mais estável por ocasião do umedecimento e por serem 

constituídos por partículas de pequenas dimensões (2-20 µm de diâmetro) unidas por diversas 

substâncias cimentantes, como óxidos, aluminossilicatos e materiais orgânicos, de tal forma, a 

não serem facilmente rompidos pelas práticas agrícolas. Isto demonstra a importância da 

participação do carbono orgânico como um dos elementos responsáveis pela estabilização dos 

agregados, em especial, para os agregados de maior diâmetro. 
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Além disso, espera-se que as formas de carbono possam interagir com as partículas 

menores estejam mais transformadas, enquanto, nos macroagregados, o material orgânico 

encontra-se menos alterado (DUXBURY et al., 1989). Portanto, a formação de agregados no 

solo é a mais provável razão da estabilização da matéria orgânica (STEVENSON, 1994) e os 

agregados mais estáveis estão na fração 2-20 mm. 

 

5.3 RESULTADOS DA ANÁLISE DE FLUORESCÊNCIA INDUZIDA POR LASER 
 
 
 

Experimentos de FIL foram realizados, a fim de se obter informações sobre o grau de 

humificação (HFIL) das amostras de solo intacto. A proposta de cálculo deste índice de 

humificação é a razão entre o valor a área da fluorescência (AF) e o valor do carbono total 

(CT) presente na amostra de solo inteiro (MILORI et al., 2006), ou seja, 
T

FIL C

AF
H =  . Isso é 

feito para normalizar a relação entre a intensidade de emissão e a concentração de fluoróforos 

presentes na matéria orgânica da amostra. A adoção da área sobre a curva de fluorescência 

(ACF) como parâmetro para estimativa da humificação se baseia na metodologia para análise 

de fluorescência de AH em solução proposta por Milori et al. (2002), ou seja, o índice de 

humificação A465.  A excitação no azul é mais ressonante com estruturas humificadas 

(MILORI, 2002), por isso foi utilizada neste estudo com FIL. 

 

5.3.1. Amostras de solo inteiro 

 

Os espectros de emissão de FIL das amostras dos latossolos inteiros são mostrados na 

figura 5.2. de maneira geral, a menor intensidade de sinal de fluorescência foi observada no 

sistema plantio direto, na camada de 0-20 cm e os maiores nas profundidades de 20-40 cm e 

40-60 cm. 
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Os espectros de emissão apresentam comprimento de onda em aproximadamente 

530nm. Isso indica aumento do número de núcleos aromáticos condensados e, 

consequentemente, de maior humificação da matéria orgânica humificada, pois os anéis 

aromáticos são os principais fluoróforos presentes nas substâncias húmicas. (KALBITZ, 

2000; MILLORI et al., 2002). A tabela 5.3 apresenta os valores da emissão de Fluorescência 

Induzida por Laser das amostras de solo.   

                                   Tabela 5.3 - Valores de emissão de Fluorescência Induzida por Laser.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

                     
 

AMOSTRAS SISTEMAS DE MANEJO E 

PROFUNDIDADES (cm) 
ÁREA 

1 PD (0-20) 328,18 

2 PD (20-40) 362,85 

3 PD (40-60) 380,44 

4 PC (0-20) 344,81 

5 PC (20-40) 350,38 

6 PC (40-60) 377,72 

7 PM (0-20) 329,61 

8 PM (20-40) 342,85 

9 PM (40-60) 375,15 
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Figura 5.2: Espectros das amostras dos solos intactos em diferentes sistemas de plantio e profundidade 
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Observa-se que os resultados são coerentes aos apresentados pela literatura (BAYER et 

al., 2002; MILLORI et al., 2002). Segundo estes pesquisadores a intensidade da emissão de 

fluorescência com excitação na região do azul está diretamente relacionada com a 

concentração de radicais livres semiquinonas medidos pela técnica de EPR para amostras de 

ácido húmico extraídos do solo. Esta alta correlação é devido ao fato de que a excitação neste 

comprimento de onda é ressonante com estruturas que têm origem na oxidação de grupos 

quinonas e fenólicos. Dessa forma, a intensidade de fluorescência com excitação no azul é 

proporcional ao grau de humificação da matéria orgânica.  

Os menores valores observados na camada 0-20 cm, em todos os sistemas de manejo, 

devem-se ao grau de humificação menos avançado, pois nesta profundidade há a presença de 

resíduos vegetais e raízes em estágios iniciais de decomposição. Observa-se que todas as 

amostras apresentam valores superiores de humificação na camada de 40-60 cm, sendo um 

indicativo de que a matéria orgânica presente nesta profundidade encontra-se em estágio 

avançado de decomposição (estabilização da matéria orgânica), em comparação com as 

demais profundidades.  

Através da média dos valores obtidos da área do sinal de fluorescência e os teores de 

carbono total das amostras de solos mostrados na tabela 5.4, construiu-se o gráfico HFIL 

(Figura 5.3). 
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          Tabela 5.4 - Área do sinal de fluorescência dividido pelo teor de carbono total 

SISTEMAS DE MANEJO E 

PROFUNDIDADES (cm) 

C total 
(g/kg-1) 

ÁREA (u.a) HFIL= A/Ctotal 

PD (0-20) 39,6 328,18 8,287 

PC (0-20) 32,6 344,81 10,577 

PM (0-20) 37,9 329,61 8,697 

PD (20-40) 33,7 362,85 10,767 

PC (20-40) 32,2 350,38 10,881 

PM (20-40) 33,9 342,08 10,091 

PD (40-60) 27,1 380,44 14,038 

PC (40-60) 26,9 377,72 14,041 

PM (40-60) 28,2 375,49 13,315 

 

Para a profundidade de 0-20 cm, as amostras provenientes do solo submetido ao 

sistema convencional apresentaram maior humificação. A decomposição preferencial e 

acelerada das porções mais lábeis da MO é induzida nesse sistema de preparo em função do 

intenso revolvimento, resultando assim num incremento relativo de estruturas recalcitrantes. 

Por outro lado, os sistemas plantio direto e preparo mínimo, sendo conservacionistas, 

contribuem para a manutenção da matéria orgânica na superfície e, após vários anos, 

provavelmente para o aumento da capacidade de suprimento de nitrogênio do solo, nutriente 

mais limitante ao rendimento da maioria das gramíneas (SANTOS; TOMM, 2003). 
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Resultados semelhantes foram obtidos por espectroscopia de fluorescência em 

amostras em solução por Bayer et al. (2002), de maneira que a intensidade do sinal de 

emissão de fluorescência foi maior no solo sob preparo convencional, indicando a presença de 

maior quantidade de estruturas aromáticas condensadas.  

Milori et al. (2006) também encontraram menor sinal de fluorescência e índice HFIL 

para solos manejados sob plantio direto àqueles sob preparo convencional, principalmente nas 

camadas até 10 cm de profundidade. Tais resultados também foram coerentes com os obtidos 

por esses mesmos pesquisadores por fluorescência em solução de ácidos húmicos e 

demonstram a natureza mais lábil da matéria orgânica em solos sob plantio direto, causada 

possivelmente pela presença de estruturas vegetais na fração particulada. Isso não ocorre em 

solos sob preparo convencional, pois estes possuem matéria orgânica cuja natureza é mais 
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Figura 5.3 - Valores de HFIL obtidos para todas as amostras de solo sob diferentes sistemas de     
manejo 
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recalcitrante em função da decomposição acelerada e preferencial das estruturas mais lábeis, 

indicando melhor qualidade dos solos sob plantio direto. 

 De acordo com Christensen (1992), o acúmulo de fração leve é influenciado pelo uso 

da terra, tipo de vegetação e outros fatores que alteram o balanço entre a produção e a 

decomposição da matéria orgânica. 

A maior concentração de estruturas aromáticas no solo sob preparo convencional 

deve-se a sua maior recalcitrância ao processo de decomposição oxidativa, como também 

explicado por Martin-Neto et al. (1994b) com relação ao efeito do cultivo do solo. 

Estes resultados expressam a influência do preparo convencional em aumentar a 

recalcitrância da matéria orgânica do solo, expressa pela presença de estruturas de natureza 

aromática (RIFFALDI; SCHNITZER, 1972). 

 

5.3.2 Resultados da análise de FIL das frações do solo 

 

Existe uma estreita relação entre a matéria orgânica e a fração mineral do solo, 

formando complexos organo-minerais (SCHNITZER, 1986). Assim, o fracionamento físico 

do solo tem mostrado ser uma excelente alternativa ao procedimento químico convencional e 

ferramenta útil no estudo qualitativo da matéria orgânica do solo, revelando diferenças tanto 

na estrutura como na dinâmica da matéria orgânica, quando esta se encontra ligada às 

partículas de diferentes tamanhos (FELLER; BEARE, 1997; STEVENSON, 1982).  

As técnicas espectroscópicas, especialmente as ópticas e de ressonância magnética 

nuclear e eletrônica vêm sendo muito utilizadas, pois através dessas técnicas os índices de 

humificação obtidos permitem a avaliação do grau de humificação das substâncias húmicas.      

Neste estudo foi utilizada a técnica da FIL para quantificar as frações da matéria orgânica do 

solo. Os resultados obtidos através da FIL para as amostras de solo, por tamanho de 
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partículas, são mostrados na tabela 5.5 e indica maior humificação na fração areia fina (20-

53µm), em todos os sistemas de manejo do solo. 

Tabela 5.5 - Valores de FIL para frações do solo na camada de 0-20 cm 

Sistemas de 
manejo 

Tamanho de partícula 
Média (u.a) 

 
argila 0-2 163,79 
silte 2-20 234,52 

areia fina 20-53 313,86 
PM 

areia grossa 53-100 229,21 
argila 0-2 191,78 
silte 2-20 249,41 

areia fina 20-53 319,74 
PD 

areia grossa 53-100 257,32 
argila 0-2 161,07 
silte 2-20 267,25 

areia fina 20-53 396,37 
PC 

areia grossa 53-100 250,54 
  u.a =  unidade arbitrária 

O aumento da aromaticidade da matéria orgânica nas frações 2-20 µm e 20-53 µm, 

principalmente com o revolvimento do solo, reflete a decomposição preferencial de frações 

alifáticas da matéria orgânica, devido a maior facilidade de decomposição pelos 

microorganismos do solo. 

Na fração < 2 µm, onde não ocorreram alterações significativas na aromaticidade da 

matéria orgânica, sua decomposição é menos influenciada pela aromaticidade, sendo 

provavelmente a sua interação com a fração mineral o fator determinante da sua estabilidade.   

Muitos trabalhos têm mostrado que as concentrações de carbono associado às 

partículas de tamanhos diferentes do solo são afetadas de forma diversa quando o teor total de 

carbono do solo muda. Isso indica que a matéria orgânica do solo tem períodos diferenciados 

de “turnover”, dependendo da partícula à qual ela se liga (CERRI et al., 1985). 

Os valores de humificação das frações do solo são mostrados nos diagramas das 

figuras 5.4 e 5.5. 
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Os menores valores de humificação foram observados na fração argila, em todos os 

sistemas de cultivo. 

Esses resultados estão de acordo com alguns já relatados na literatura, sendo exemplo 

um estudo feito por Freixo, (2000) onde, em áreas sob sistema de plantio direto (com maior 

aporte de MOS), quando comparadas a áreas com solo revolvido (menor entrada e maior 

decomposição de MOS), foram obtidos maiores teores de carbono-areia e carbono-silte, na 

condição de maior armazenamento de MOS, enquanto os teores de carbono-argila não 

variaram nos dois sistemas de manejo avaliados. 
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             Figura 5.4 – Diagrama representativo da emissão de FIL das frações do solo. 
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Os compostos orgânicos associados à argila são mais lábeis, têm mais constituintes 

alifáticos e incluem mais resíduos bioquímicos da biomassa microbiana. Substâncias húmicas 

mais alifáticas provavelmente contribuem para menor formação de radicais livres de 

semiquinonas os quais, segundo Riffaldi e Schnitzer (1972), são formados a partir da remoção 

de hidrogênio (H) dos grupos hidroxilas (OH) dos fenóis; então quanto maior a concentração 

de fenóis no material de origem maior será a concentração de spins nos ácidos húmicos 

formados a partir deles. Segundo Schnitzer e Khan (1978), os maiores níveis de radicais livres 

semiquinona estão presentes em amostras de frações de solo com tamanho menor que 50 µm, 

correlacionando com baixas razões C/N, as quais têm sido associadas a amostras com maior 

grau de humificação.  
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Figura 5.5 - Diagrama representativo dos índices de humificação obtido por FIL para frações por       
tamanho de partículas do solo. 
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Na figura 5.6 os resultados mostram que os sinais de fluorescência, de todas as frações 

de solo, provavelmente têm sua origem nas moléculas dos anéis aromáticos ligados a sistemas 

conjugados, grupos quinonas e sistemas cíclicos. 

 

Gonzáles-Pérez, (2004) realizando estudos em um Latossolo Vermelho Amarelo, 

inteiro e de suas frações, através da fluorescência induzida por laser, observou sinais de 

fluorescência em aproximadamente 510 nm, com alta intensidade para frações do solo, 

indicando presença de grupos de menor peso molecular. No solo que estudamos foi observado 

comprimento de onda em aproximadamente 528 nm, o que provavelmente se deve a uma 

maior humificação, pois o espectro de emissão de fluorescência tende para mudança em 

direção a longos comprimentos de ondas quando moléculas fluorescentes tornam-se mais 

condensadas (ZSOLNAY et al., 1999). 
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                 Figura 5.6: espectros de fluorescência das frações do solo.  
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Para se comprovar que a fluorescência observada era proveniente da matéria orgânica, 

realizou-se dois testes: um com amostras calcinadas (700°C) de solo sob sistema plantio 

direto e outro com todas as amostras submetidas a tratamento com água oxigenada (H2O2). Os 

resultados podem ser observados através dos espectros de FIL mostrados na figura 5. 7. 

 

Através dos espectros observa-se que ainda há sinal de fluorescência nas amostras 

submetidas a tratamento com H2O2. Isso se deve ao fato de que essas amostras não foram 

suficientemente tratadas com H2O2, havendo a necessidade de se fazer um tratamento mais 

efetivo. Não obstante, pode-se observar uma brusca redução na linha do sinal de fluorescência 

desses espectros e o total desaparecimento do sinal de fluorescência com tratamento térmico 

(700°C), o que vem confirmar os resultados obtidos por Milori et al., (2006). Estes 

pesquisadores, utilizando esta mesma técnica com solos da região do Cerrado brasileiro, 

concluíram que os sinais observados indicavam a presença de matéria orgânica nas amostras 

desse solo. 
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    Figura 5.7 - Epectro de FIL para amostras de solo inteiro, lavado com H2O2 e calcinado, sob 
    sistema plantio direto na camada de 0-20 cm. 
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CAPÍTULO 6 
 
 

CONCLUSÕES 

  

� Na superfície, o plantio direto possui a menor humificação da MOS em comparação 

com o plantio convencional e preparo mínimo;  

� A maior humificação foi observada em profundidades maiores para todos os sistemas 

de manejo do solo.  

� Para as frações da camada superficial do solo (0-20 cm) analisadas, os resultados 

indicaram maior humificação na fração areia fina (20-53 µm) e o menor na fração 

argila (< 2 µm), em todos os sistemas de manejo do solo. 

� A Espectroscopia de FIL, proposta para avaliar o grau de humificação da MO de solos 

intactos, pode ser utilizada por ser uma técnica rápida e eficaz, sem que haja a 

necessidade de se tratar quimicamente as amostras de solo e por fornecer resultados 

coerentes acerca do grau de humificação da matéria orgânica do solo. Por isso, essa 

técnica apresenta um grande potencial para análise da matéria orgânica em condições 

muito próximas às naturais. 
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