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“O homem gque venceu na vida é aquele que viveu lemmuitas vezes e amou muito. Que
conquistou o respeito dos homens inteligentes enor alas criancas. Que preencheu um
lugar e cumpriu uma missdo. Que deixou 0 mundoon&lb que encontrou, seja com uma
flor, um poema perfeito ou o salvamento de uma a(uee procurou o melhor dos outros e

deu o melhor de si”.

Jaime Rolemberg de Lima



RESUMO

A matéria organica é essencial para a qualidadedufividade do solo, sendo seu
processo de humificagcdo afetado pelo clima, tiposale e sistemas de manejo do solo,
resultando na formacao de grupos fluorescentegpgdem ser avaliados por espectroscopia
de Fluorescéncia Induzida por Laser (FIL), umait&crecente que tem se mostrado eficiente
para analise da matéria organica (MO) de sologasteisto €, solos sem nenhum tratamento
fisico ou quimico. Esta técnica foi utilizada paeterminar a humificagdo da MO de um
Latossolo inteiro, como também o fracionamentadigior tamanho de particulas e relacionar
os resultados da quantificacdo da MO humificada agmofundidade do solo e sistemas de
manejo. Na superficie do solo, o plantio diretospos menor humificagcdo em comparacao
com o0 preparo convencional e pseparo minimo, enquanto que as fragbes da camada
superficial do solo (0-20 cm) indicaram maior huogi€do na fracdo (20-58n) e a menor na

fracdo (<2um), em todos os sistemas de manejo.

Palavras-chave: Matéria organica do solo, Fluoresadnduzida por Laser, Sistemas

de manejo do solo.



ABSTRACT

Soil organic matter is essential for its qualitydgeroductivity, being its process of
humification affected by the climate, soil type asdil management, resulting in the
formation of fluorescent groups that can be meaktineough Laser- Induced Fluorescence
Spectroscopy, a recent technique that has beenirgip@fficient for analysis of whole soil,
that is, soil without any physical or chemical treant. This technique was used to determine
the humification degree of the Organic Matter aftale soil, as well as the physical fraction
for particle size. It can also be used to relate thsults of the quantification of the
humification organic matter with the depth of tledl and planting systems. On the surface of
the soil, No-Tillage got the smallest humificatimncomparison with the conventional tillage
and thereduced tillage, wheredhe fractions of the superficial layer of the s@#20 cm),
indicated larger humification in the fraction (28-fm) and the smallest in the fraction (<2

pum), in all treatments.

Keywords: humification, LIF, whole soil
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A matéria organica é um componente fundamental panaalidade e a produtividade
do solo, sendo importante na disponibilidade deientes para as plantas e para o sequestro
de carbono da atmosfera (GLATZELA et al., 2003; B et al., 2000a). Apresenta também
estreita relacdo com as propriedades fisicas, qasre biolégicas do solo, tendo efeito na
atividade microbiana e na estabilidade de agregd®@WISESDENT et al., 2000; KALBITZ et
al., 2003), influenciando fatores como pH, capatgdde troca ibnica e melhoria de sua
estrutura (ZECH et al., 1997). Dessa forma, maateincrementar o estoque de matéria
organica é fundamental para garantir a qualidadesdio e a sustentabilidade dos
agroecossistemas.

A determinacdo precisa do teor de MO é importame s ponto de vista do
estabelecimento de praticas adequadas de manegjoopaultivo de plantas. Assim, muitas
técnicas espectroscopicas tém sido utilizadasggaexaliar o grau de humificagcdo da matéria
organica do solo. Entre as mais utilizadas atuden@odemos citar a espectroscopia de
Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR), quéaawagrau de humificacdo das
substancias hamicas através da quantificacdo dearadlivres do tipo semiquinonas
(SENESI, 1990, MARTIN-NETO et al., 19948AAB e MARTIN-NETO, 2004) a
Ressonancia Magnética Nuclear € (RMN), para avaliar a aromaticidade da matéria
organica do solo (SAAB; MARTIN-NETO, 2007jornecendo informacgdes a respeito de
algumas transformacdes quimicas ocorridas durapm®aesso de humificacdo, a Absorcao
de Luz Utravioleta-Visivel (UV-Vis), que utilizarazdo g /Es, onde kg € a absorbancia em

465 nm e k€ a absorbancia em 655 nm (STEVENSON, 1994) e@édcéncia de Luz em
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amostras aguosas, que se apoia na presenca de gatiaturas fluorescentes estaveis,
intrinsecas a molécula humica e a seus precursores.

Recentemente, foi proposto a Fluorescéncia Induzidr Laser (FIL), uma
metodologia nova que, além de ser simples e efeciem analise de matéria organica de solos
inteiros, tem a vantagem de poder ser aplicada @staas de solo com alto teor de ferro,
incluindo os Latossolos, pois estes constituem limiéacao para os estudos qualitativos da
matéria organica. Também permite o estudo dasdsagfanulométricas do solo (agregados
organo-minerais) secas ao ar, sem as possiveiscdles provocadas por tratamentos
quimicos. Esta técnica fornece resultados de neagit, limpa e em condi¢cdes proximas as
naturais, pois as amostras ndo necessitam ser sdasna nenhum tratamento prévio para
extracdo e fracionamento quimico das substanciaschg (MILORI, 2003).

Este trabalho teve como objetivo utilizar a técrdeaFIL para determinar o grau de
humificacdo da matéria organica de um solo (Lato}sateiro, isto €, solo sem nenhum tipo
de tratamento fisico ou quimico, como também eske sibmetido a fracionamento fisico
por tamanho de particulas e relacionar os resudtatitidos com a profundidade do solo e

sistemas de manejo.
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CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo traz, através da revisao bibliogaafiws trabalhos desenvolvidos por
varios pesquisadores sobre a matéria organicaldpssus constituintes e as varias técnicas

utilizadas para a caracterizacao qualitativa e tifaéima do seu grau de humificacéo.

2.1 MATERIA ORGANICA DO SOLO E SUA IMPORTANCIA

A matéria organica do solo consiste de uma mistaraompostos em varios estagios
de decomposicéo, que resultam da degradacéo lwaldgiresiduos de plantas e animais, e da
atividade sintética de microorganismos (STEVENSQB94). Segundo Reeves (1997) e
Moreira e Siqueira (2003) a matéria organica, pereer efeitos diretos e indiretos sobre as
caracteristicas do solo e sobre as plantas, é unpamente essencial para a qualidade e
produtividade dos solos agricolas. Isto se deviamode que seu conteldo e sua qualidade
sdo 0s mais importantes fatores que mantém aidadé dos solos e a sustentabilidade dos
agroecossistemas.

Stevenson (1994), Bayer e Melniczuk (1999) ressaléaimportancia da matéria
organica como um componente chave na capacidaddutimy@ dos solos tropicais e
subtropicais altamente intemperizados. Por isso degradacdo gera efeitos negativos
principalmente na retencdo de cations, dispondiiéd de nutrientes, estabilidade de
agregados e atividade microbiana. Sendo assimgrenmento de matéria organica em solos

degradados é agronomicamente muito importante poagfertilidade do solo é restaurada,
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retardando sua erosdo e constituindo, entre oefi@s, uma melhor agregacdo do solo
(Piccolo, 1996).

A incorporacao de matéria organica ao solo melamaa estrutura fisica e biologica,
proporcionando maior eficiéncia na capacidade dastags em assimilar os nutrientes.
Também traz beneficio ao meio ambiente, pela cdpdei de adsorver tracos de elementos
poluentes como Pb, Cd e Cu, reduzindo a chancemaminacdo da agua de superficie e
subterranea (PRIMAVESI, 1987). Outra vantagem ey adsorcao de pesticidas e outros
elementos quimicos organicos, o que reduz a pbdailke de carreamento desses compostos,
prevenindo a contaminacdo e a degradacdo do méiem@i® (PIERZYNSKI et al., 1994).
Em solos minerais, a matéria organica representasnde 5% dos componentes soélidos
(SILVA et al., 2000). Entretanto, ela é responsdal cerca de 70-80% da capacidade de
troca de cations (CTC) em solos tropicais. A alfaCQla matéria organica é originada pela
quantidade elevada de carga negativa dos grupbsxikecos e fendlicos presentes nos acidos

hamicos e fulvicos (MALAVOLTA, 1967; OADES, 1989).

2.2 COMPOSICAO DA MATERIA ORGANICA DO SOLO

O termo matéria organica do solo designa um coojutg substancias altamente
heterogéneas que inclui numerosos compostos dercgrisgariando de acucares, proteinas e
outros constituintes bioldgicos, acidos organicesbdixas massas moleculares, como 0s
acidos acético e oxalico, quase todos facilmenteralizaveis, até o conjunto complexo de
produtos recalcitrantes resultantes de transforesmagfuimicas e microbianas da matéria

organica do solo, as substancias humicas.
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A matéria organica consiste de 98% do COT da naabéarta, raramente ultrapassando
4% da matéria viva proveniente de plantas, mic@sgnos, da meso e macrofauna morta, e
de residuos de animais e microorganismos do €l et al., 1997).

Os principais constituintes da matéria organica samarbono (52-58%), oxigénio (34-
39%), hidrogénio (3,3-4,8%) e nitrogénio (3,7-4,2F%&LVA et al., 2004).

O CO é obtido pelas plantas através da fixacasd$ottetica do C@da atmosfera. O
oxigénio e o hidrogénio acompanham o metabolismccalbono e sdo obtidos da agua
também no processo de fotossintese das planta@mPornitrogénio, essencial as plantas é
requerido em grandes quantidades pela maioriaudasas. Como néo faz parte do material
de origem do solo, o conteudo de nitrogénio minenabntrado em solucéo € produto, ou da
adicao de fertilizantes, ou de transformacfes ttogénio organico em formas inorganicas
através da mineralizacdo da matéria organica, sendontrado em solucéo e absorvido do
solo pelas plantas principalmente na forma mineratica (NQ?) ou amoniacal (Nf) e,
excepcionalmente em outras formas organicas comosaaminados e vitaminas. De todos
0s elementos que circulam no sistema solo-plamasdera, o nitrogénio € o que apresenta

maior numero de transformacdes bioquimicas no(8@REIRA; SIQUEIRA, 2003).

2.3 CARBONO DO SOLO

O carbono presente na matéria organica dos solpkadeta representa um componente
fundamental do ciclo do carbono. Segundo estimstigasolo € o maior compartimento
terrestre deste elemento (KERN et al., 1993).

Mais de 90% do carbono orgéanico se emagnesente nas fragdes menores quand0
0 que indica um alto grau de humificacdo (TISDALDADES, 1982). As diferentes fracbes

de carbono organico humificado do solo apresentamacteristicas quimicas, fisicas e
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morfologicas diferenciadas entre si, e a distridaiclestas fracdes no solo pode indicar a
qualidade da matéria organica (CANELLAS et al., J0@uanto menor o tamanho da
particula, maior a quantidade de carbono orgamN&EDI-KISSA et al. 1983).

A matéria organica representa a principal fontéodal da reserva de carbono terrestre,
nela excedendo drasticamente a quantidade de cadstocaddZECH et al., 1997), por isso
tem um papel fundamental nas funcées que a matggémica exerce sobre as propriedades
fisicas, quimicas e biolégicas do solo, sendo tambgn constituinte de importantes gases
causadores do efeito estufa, como,@H, (DIECKOW et al, 200 Esse reservatorio, que
excede em quantidade todos os demais reservasupesficiais, interage com a atmosfera e
afeta seu contetdo em g@essa forma, a estabilidade da matéria orgarecaotb e os
efeitos da atividade humana sobre ela devem saidsados ao se pensar na elevacao da
concentracdo de G@tmosférico. Conhecendo melhor a relacéo entrarmejo e o ciclo do
carbono € possivel estabelecer sistemas de manejmigimizem esses efeitos, garantindo,
assim, a melhoria da qualidade do solo.

Segundo Silva e Machado (2000), praticas de ustamejo do solo, como plantio
direto, controle da erosao, diminuicdo do desmatémnenelhoria da fertilidade do solo como
fator essencial ao aumento da producdo de residiioral e a revegetacdo de solos
degradados poderia contribuir para o sequestrdogues de carbono no solo. Sequestro de
carbono no solo significa transformar o carbone@née na atmosfera (na forma de,Cén
carbono estocado no solo, compondo a matéria @@mar®ds trés principais processos
responsaveis pelo sequestro de carbono nos sotosas&umificacdo, a agregacdo e a
sedimentacdo. Ao mesmo tempo, 0S processos respmpélas perdas de carbono no solo
sdo: a erosdo, a decomposicao, a volatilizacabxeviagdo. Assim, a adocao de sistemas de
manejo sem revolvimento do solo e a permanéncrastes de culturas nas areas de plantio,

favorecem o continuo aporte de carbono organicmeoé fundamental para a manutencao de
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uma estrutura de boa qualidade (CARPENEDO e MIEIAUR, 1990). O plantio direto
apresenta-se como um sistema de manejo consengigj@ois, além de néo revolver o solo,
mantém os residuos vegetais na superficie, presyvaou aumentando o teor de matéria

organica (BAYER; MIELNICZUK, 1997; CASTRO FILHO el., 1998).

2.4 CONTEUDO DE MATERIA ORGANICA NO SOLO

A vegetacdo é a principal responsavel pela depmsiedmateriais organicos no solo.
O tipo de vegetacao e as condicoes ambientaissatares determinantes da quantidade e
qualidade do material que cai no solo, determindrederogeneidade e taxa de decomposicéo
do material depositado na superficie.

Em funcéo do grau de concentracdo de certos comfame material degrada mais
ou menos rapidamente. A fracdo ativa, represengaglas substancias nao humicas
(aminoacidosproteinas, carboidratos, acidos organicos, etcd@cémposta em menos de um
ano, enquanto outras fragdes, representadas pdistauscias humicas, sdo muito resistentes a
degradacédo e seu tempo de existéncia pode secaleséu até de milénios (SCHNITZER e
KHAN, 1978).

Outros tipos de materiais organicos sao depositadasolo, onde séo incorporados
em seu perfil ou séo transformados em sua superfionstituindo-se na matéria organica do
solo.

O conteudo de matéria organica pode ser uma co@sei@ do manejo dado ao solo.
Praticas de manejo inadequadas sdo responsaveisdpeinuicdo da matéria organica,
alterando suas propriedades, facilitando a eroe&o anseqiente decréscimo da producéo

das culturas promovendo, assim, poluicdo ambi¢REINXOTO, 1997).
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2.5 MINERALIZACAO DA MATERIA ORGANICA DO SOLO

A mineralizacdo é de grande interesse para aidedi do solo e a nutricdo vegetal,
pois converte elementos (C, N, S, P) ligados owgaménte para a forma mineral de
compostos inorganicos (GONOs, NHs, SQ?, H,PQy, HPQ?). Os componentes minerais
do solo constituem a principal fonte de nutrientes)do a sua liberacéo relacionada com a
decomposicdo e a mineralizacdo, a qual afeta eedies fontes de matéria organica do solo,
como as fontes primarias acima e abaixo do solseasndarias, 0s compostos hamicos e
também a matéria organica dissolvida. A velocidddemineralizacdo e a quantidade de
nutrientes liberadas diferem grandemente entres dsdgbes de matéria organica do solo
(ZECH et al. 1997).

Os principais tipos de reacdes que ocorrem du@m®cesso de mineralizacdo sao:
aminizacao que consiste na decomposicao de materiais oggmcemplexos em materiais
mais simples, como aminoacidos, aminas e agucaremdos;amonificacag que consiste na
formacdo de compostos amoniacais a partir dos @tithms e aminas; eitrificacdo, que
consiste na oxidacao biologica do Nt NO(TISDALE et al, 1985; MENGEL; KIRKBY,
1987; SANTOS, 1991).

As duas primeiras envolvem microrganismos hetéfiobs e a terceira envolve,
principalmente, bactérias autotréficas do solo,igheslamente do génemsitrosomonas
(responséaveis pela converséo do*N&iNG) enitrobacter(que convertem o Nba NO).

A mineraliza¢do do nitrogénio orgéanico do solo pseeutilizada como um indicador
potencial de sua disponibilidade as culturas, podderste potencial e a respectiva taxa de
mineralizacdo serem utilizados na predicao da digmlade de nitrogénio as plantas em um
determinado periodo de tempo, o qual depende deefatcomo temperatura, aeracgao,

umidade, quantidade e natureza do material orggmesente.
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Alguns fatores influem na cinética de mineralizag@onitrogénio como a textura, a
estrutura, a fertilidade, o pH, a vegetacdo queificada temperatura do solo, a atividade

bioldgica, a umidade do solo e a interacao solotpl@GONCALVES et al., 2001).

2.6 FRACIONAMENTO DA MATERIA ORGANICA DO SOLO

A matéria organica influencia os principais proossguimicos, fisicos e biolégicos do
solo. Por isso, € fundamental quantificar as fragfiee a compdem para a compreensao dos
processos que regulam ou determinam as propriedhsslo (PEIXOTO, 1997). Assim,

a matéria organica pode ser dividida em dois gmamdenpartimentos: um composto pela
fracdo n&o-humificada, labil (biodegradavel, levepresentada pelos restos vegetais e
animais pouco decompostos e pelos compostos oogaon categoria bioquimica definida
(proteinas, acucares, ceras, graxas, resinasgsegando 1/3 do carbono organico do solo,
com alta taxa de decomposicdo e curto periodo dagme€ncia nos solos e sedimentos
(THENG et al., 1989; ANDRIULO et al., 1990); e autompartimento formado pela fracédo
humificada (estavel, de maior massa molecular)d®eas maiores constituintes da fragdo
organica dos solos, sedimentos e aguas, ocorreatiogmente em todos 0s sitios terrestres e
aquaticos (SCHNITZER; KHAN, 1978; SANTOS; CAMARG[)99).

As fracbes da matéria organica estdo continuamsarido decompostas e também
renovadas, com a adicdo de materiais organico®lop s2ndo que o tempo de reciclagem
dessas fragdes varia de poucos meses a varioeseabim, a elevada estabilidade quimica
apresentada por determinadas fragbes organicdsardsurecalcitrancia das substancias que
as compodem, das transformacbes que elas sofremneedanismos de protecdo contra a

decomposicdo, como a formacdo de complexos confoangnerais. Isto explica os teores



22

mais elevados de matéria organica observados eps suohis argilosos (MOREIRA,;
SIQUEIRA, 2003).

O teor de matéria organica do solo esta intimanre@eionado ao manejo adotado e,
por esta razdo, € utilizada para monitorar a gadéddo solo em sistemas agricolas. Os
termos fracdes labeis e fracdes estaveis sdo tosceslativos baseados na taxa de
decomposicdo no solo de um constituinte organicqaicular.

Os constituintes labeis se decompdem dentro deagaemanas ou meses, enquanto
que os constituintes estaveis podem persistir pos @u décadas no solo (THENG et al.,
1989) ou até mesmo por séculos ou milénios no E&HECH et al., 1997). As taxas de
decomposicao variam muito, mesmo para substratgsles como a glicose. Polimeros, tais
como polifendis, celulose e proteinas (pela in@wagom polifendis) sdo decompostos mais
lentamente e sua resisténcia para a decomposicBental de acordo com a sua

complexidade.

2.7 SUBSTANCIAS HUMICAS

As substancias humicas constituem, em conjuntogcamponente essencial produzido
pelo solo. Elas surgem da degradacédo de residyaamtas e animais e da atividade sintética
de microorganismos, sendo produto da intensa tanaf;do dos residuos organicos pela
biomassa e polimerizagdo dos compostos organicaxifmlmente através de reacdes de
condensacdo, de metilagdo e oxidagdo) até macrontaderesistentes a degradacao bioldgica
(SCHNITZER; KHAN, 1978; SANTOS ;CAMARGO, 1999). S&ubstancias amorfas,
constituidas por um biomaterial do solo marrom ®escuarcialmente arométicas,
principalmente hidrofilicas e quimicamente compexpor isso pouco se sabe sobre sua

origem, sintese, estrutura quimica e fungoes.
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As substéancias humicas sao consideradas o estdaialé evolucdo dos compostos de
carbono no solo, como também os componentes neakciteantes da matéria orgéanica do
solo, sendo constituidas por uma mistura heteregéeecompostos organicos naturais com
alta massa molecular (STEVENSON, 1994). Ainda, sdguesse mesmo autor, as diversas
fracbes humicas acima referidas representam, ndader um sistema de polimeros que
variam de uma forma sistematica no que respeitamédisa elementar, acidez, grau de
polimerizacdo e peso molecular. A estes polimest#odigados diversos grupos funcionais e
cadeias alifaticas, de acordo com os resultadpsabessos de analise quimica, sempre a base
da digestdo de amostras seguida da identificaciragimentos (JENKINSON, 1988).

Em geral, as substancias humicas sdo os componerdiss estaveis da matéria
organica, representando até 80% do carbono presestsolos. A estrutura e a composi¢ao
das substancias humicas parecem ser influencidelase outros parametros, pelo material de
origem, pelo pH, pela vegetacédo e pelo sistemaateejm do solo (DICK et al., 1999). Senesi
e Lofreddo (1999) estimam que as substancias hérpiedacam em média 65% da matéria
organica dos solos, sendo o restante dividido erdrboidratos (10%), grupos contendo N
(10%) e lipideos (15%). Estes valores, no entaradam em funcdo do tipo de solo e da
adicao de material organico.

As substancias huamicas tém sido objeto de variasgles pelos cientistas. Assim,
desde instrumentacdo até procedimentos quimicas @astudo de sua composicdo estdo
sendo realizados, pois um dos mais importantesesges S840 0S riscos para a saude causados
pelos trihalometanos, produto de cloracdo, formados as substancias himicas na agua e a
emissdo do gas carbbnico a atmosfera, pois € sghEl@s substancias humicas constituem
um meio de se garantir o sequestro de carbono Inp @amazenando-o e contribuindo para

minimizar o aquecimento global (CARVALHO et al. 200
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Vérias investigacfes tém sido realizadas a fimedprepor uma estrutura basica para
as substancias humicas, sem que se tenha obtidccamfiguracdo definitiva bem aceita.
Sabe-se hoje da existéncia nessas substanciaspes @H formando ligacbes de hidrogénio,
ligacbes por amidas e, eventualmente, ligacbesGCaromaticas, ligacbes alifaticas C — H,
grupos carboxilicos ligados a carbonos alifatices avomaticos (JENKINSON, 1988),
podendo estes ultimos estar esterificados com gr@pbde natureza fendlica (SCHNITZER,

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

R Ry
o]
I
Ry — L\_ — O — C— (CHz), — CH3

R Rz

Figura 2.1 - Representagdo de uma possivel egtrtipgr para as substancias
humicas. Adaptado de Schnitzer, 1978.

Baseados na técnica d¥-NMR, da pirdlise e degradacdo oxidativa, pelol qua
acido humico é representado como uma macromolésitae, os acidos humicos seriam
estruturas formadas por longas cadeias alifatgragpos OH fendlicos, ligados e livres, além
de estruturas de quinona, nitrogénio e oxigénioaponte de ligacdo dos grupos de COOH
localizados de diferentes formas nas cadeias aiasatSchulten e Schnitzer (1993)

desenvolveram uma estrutura de acido humico (F2y. 2
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Figura 2.2 - Modelo proposto para a estrutura ddodtimico por Schulten e Schnitzer (1998).

Essas citacoes foram baseadas na proposta de queébst@ncias humicas (Figura
2.3a) seriam macromoléculas organicas que teriamactesisticas similares as
macromoléculas bioldgicas tais como polissacarideageinas, acidos nucléicos e lignina
(SHNITZER; KHAN, 1972; SCHULTEN; SCHNITZER, 1993Mais tarde, Schulten e
Schnitzer, (1997) propuseram a existéncia de vadediferentes tamanhos dentro das
moléculas (Figura 2.3b), os quais poderiam algj#iros compostos organicos, hidrofilicos ou
hidrofébicos como lipidios, carboidratos, agrot@sidcambém poluentes inorganicos como

argilas e oxidos-hidroxidos. (SCHULTEN E SCHNITZER, 1997).
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(@) (b)
Figura 2.3 - Modelos conceituais propostos pelaidemacromolecular: (a) moléculas das substangias
humicas aleatoriamente enoveladas (Swift, 198%))ea¢ido humico proposto por Schulten e Schnitzer
(1997), C=azul; O=vermelho; N=preto e H=branco. I&8as A, B e C indicam os espacos “vazigs”
presentes na molécula das substancias himicasesag@interagir com outros compostos.

Recentemente foi proposto um novo modelo no quaubstancias humicas seriam
formadas por estruturas supramoleculares (PICCQ2@D1, 2002; PICCOLO; CONTE,
2000; CONTE; PICCOLO, 1999). Neste modelo propdense as substancias humicas em
solucdo formam grandes agregados humicos estalunfizpor ligacdes fracas, tais como,
ligacdes de hidrogénio e/ou interacdes hidrofébicas

O grande tamanho molecular aparente das substahdimscas, nesta teoria, €
explicado pela auto-organizacdo em conformacoesmsupeculares. Além disso, é proposto
que as substancias humicas sao provenientes deti@sate degradacao enzimatica de plantas
e complexos de ligninas (WERSHAW, 1986, 1993).

O modelo supramolecular foi reforcado pelos redolaobtidos por Simpson, (2002a)
e Simpson et al., (2002b). Estes autores demoastrgue as substancias humicas extraidas
de solos sao formadas por uma mistura de substéagragadas de baixa massa molecular.

Assim, foi proposto um esquema de estrutura (Fi@ua para ilustrar como as principais
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estruturas identificadas nas substancias humiaderiaon formar um agregado na presenca de

cations metalicos de ocorréncia natural nos edessss terrestres.

Figura 2.4 - Esquema de estrutura das substanomisdis proposto por Simpson et al. (2002b). |As

unidades vermelhas representam os céations metdhsosnidades pretas os polissacarideos, as
unidades azuis os polipeptidios, as unidades versieadeias alifaticas e as unidades marrong os
fragmentos aromaticos provenientes da lignina.

As substancias humicas possuem alta capacidadetetgzdo e armazenamento de
agua para as culturas, tendo importante papel adgulpara evitar processos erosivos. No
solo, essas substancias possuem grande capacidadeteticdo de calor devido a sua
coloracéo escura, beneficiando a germinacéo derdesmy@esenvolvimento de raizes e tendo,
também, papel importante no transporte de compast@nicos no ambiente. Possuem alta
CTC, sendo a principal reguladora da CTC na magagsituacdes; quando combinada com
argilas forma agregados que facilitam a aerac&itrateram o solo; formam complexos com
macro e micronutrientes influenciando, dessa manear disponibilidade destes para as
plantas, reagindo, também, com pesticidas e metai® chumbo e aluminio (SCHNITZER;

KHAN, 1978).
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2.8 EXTRACAO E FRACIONAMENTO DAS SUBSTANCIASWBMICAS

Devido a sua heterogeneidade, a matéria organmcasido fracionada para estudos
mais detalhados, podendo ser caracterizada atdevémalise de seus componentes labeis
(n&o humicas) e nao labeis (humicas) (ZECH et1&97). Christensen (2000) relata que
diversos tipos de fracionamento sdo utilizados stades sobre a matéria organica do solo
visando avaliar esta heterogeneidade, separang6efahomogéneas quanto a natureza,
dindmica e funcdo, mas ao mesmo tempo diferentesutaas fragcdes do solo. Assim sendo,
um dos procedimentos mais utilizado para estudesatéria organica humificada em solos é
o fracionamento quimico baseado nas caracteristea®lubilidade das substancias humicas
(SCHNITZER; KHAN, 1978; SWIFT, 1996).

Para estudos estruturais significativos, € deskjéalgalhar-se com substancias puras.
No entanto, substancias humicas sdo misturas d@astos cuja separacdo em discretas
substancias é um desafio constante. Por exemplopmtoario de muitas outras classes de
compostos organicos que ocorrem naturalmente ksésicias hiumicas ndo séao definidas em
termos de sua composi¢ao quimica total ou contdédypupos funcionais. Em vez disso, elas
sdo definidas em termos de seu comportamento ctagace a solubilidade em sistemas
aquosos. Esta definicdo, muitas vezes se tornésiadéria porque pode incluir uma grande
classe de compostos organicos que podem ou n&alsstncias humicas. Isso torna o estudo
e o0 entendimento das substéncias humicas muitatancelm dos maiores problemas
enfrentados para se estudar a matéria organiceeéeasidade de sua extracdo do solo.

Em solos minerais, por exemplo, 0s componentesnmgs e inorganicos estao
intimamente associados, sendo geralmente necegsiémieiro separa-los a fim de estuda-los

mais detalhadamente (SCHNITZER; KHAN, 1978).
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Nos ultimos anos, alguns métodos ndo destrutivédo esendo usados a fim de
fracionar a matéria organica do solo para o estledeua dindmica no solo. Os métodos de
fracionamento fisico, por exemplo, tém sido utdiaa de forma ampla em estudos sobre a
matéria organica do solo pelo fato de causar memaalificacdo dos constituintes organicos
que o fracionamento quimico (BARRIUSO; KOSKINEN,969. O método fisico separa as
fracOes organicas com diferentes propriedades qagme acordo com a sua associagao com
componentes minerais (ANDREUX et al., 1991; TURCHHEKN OADES, 1979) e a matéria
organica do solo menos humificada (fracdo grogsdaamais humificada (geralmente < 50
pum). A escolha do método de fracionamento dependeatiareza do estudo, isto €, da
caracterizagdo quimica de componentes especifieoandtéria organica do solo, ou
quantificacao, ou descricdo dos compartimentosaténma organica do solo (COLLINS et al.,
1997).

A técnica de fracionamento fisico no estudo da n@atérganica do solo tem-se
mostrado promissora, pois possibilita a separagidiférentes compartimentos organicos,
cada qual respondendo as praticas de manejo, de fdistinta (COLLINS et al., 1997;
BARRIUSO; KOSKINEN, 1996).

De acordo com Stevenson (1994), o solvente idea patracdo das substancias
hamicas é aquele quepermite o isolamento do mhtema alteracdo de suas caracteristicas
fisico-quimicas, extrai as substancias livre detamomantes inorganicos, como argilas e
cations polivalentes, e pode ser aplicado em tod@®los.

O método proposto pela IHSS - International Humibs$ances Society é o de
solubilizacdo da matéria organica do solo em solug hidroxido de sédio (NaOH) e seu
fracionamento baseado nas caracteristicas de kddwle das substéncias humicas. Da
extracdo alcalina geralmente feita em solucdo d®@H\aa qual baseia-se no principio da

solubilidade das substanicas humicas, obtém-secidesafulvicos, que apresentam grande



30

quantidade de grupamentos funcionais oxigenad@® salveis tanto em meio acido como
basico, isto €, soluveis a qualquer pH, os acidoritos, insoliveis em meio fortemente
acido, pois, com a protonagcdo dos grupamentosdnais ocorre 0 colapso da estrutura e
precipitacdo das macromoléculas, representandacé@drreativa mais estavel da matéria
organica humificada e as huminas, que representan@téria organica intimamente ligada a
fracdo mineral do solo, e por isso insolluveis dguex valor de pH (SAAB, 1999; SAAB;
MARTIN-NETO, 2004).

A figura 2.5 apresenta algumas caracteristicas dabstancias hamicas.
Estruturalmente, ha uma grande semelhanca entéeidss humicos e os acidos fulvicos,
diferenciando-se apenas na massa molecular e melcande grupos funcionais. As huminas
nao sao representadas na figura porque este contparansiste, segundo Stevenson (1982),
em acidos humicos intimamente ligados a fracédo mairgue ndo podem ser separados e
matéria humica altamente condensada, com elevadelmo de carbono (> 60%) e, por isso,
insolavel em alcali.

Humus
(Produtos de decomposicéo de residuos organicos)

T

Substancias ndo himicas Substancias humicas

(Classe de compostos orgéanicos conhecidos)  (Polimeros pigmentados)

— J/

Acido fllvico Acido hdimico
Amarelo claro | Amarelo-marrom Marrom escurq Cinzeues
€ aumento no grau de polimerizagg&g--------------------------- >
2000 €---------- aumento no peso molecular --------=-====-=-=-m-mnmum--- % 300.000
45% € ------m--- aumento no conteudo de carbono ---——------------% 62%
48% € ----------- diminuicdo no contetdo de oxigénio —-------------- »> 30%
1400 €----------- diminuicéo de acidez trocavel -----—---------------- > 500

Figura 2.5 - Classificacéo e propriedades das Shtlifinado por Stevenson, 1985).
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2.10 ACIDOS HUMICOS

Os acidos humicos sao caracterizados por apresentama maior massa molar,
maior contetudo de carbono e menores conteudosigénix em grupos funcionais fendlicos
e carboxilicos. Eles afetam em maior grau as aigtitas do solo como agregacao e
retencdo de agua.

Os acidos fulvicos, por apresentarem menor masskrmmaior solubilidade,
consequentemente maior mobilidade, e maior conteédgrupos funcionais carboxilicos e
fendlicos, afetam mais diretamente as propriedgdésicas do solo, como, por exemplo, na
formacdo de complexos de ions metalicos e aumentajgacidade de troca cationica, dentre
outras.

O modelo da estrutura para o acido fulvico contésnestruturas aromaticas e
alifaticas, ambas substituidas amplamente com grdpocionais que contém oxigénio,

sendoum composto com massa molecular menor queids &imicos, conforme sugere a

figura 2.6.

OH  COOH CH,0H

HOOC CQZC/CQCQCHQ
g CH,—COOH

HOOC Ci:i\z CH\OH

COOH OH CHz’_'ﬁ COOH

0
Figura 2.6 — modelo da estrutura do acido fulgegundo Buffe.

Os &cidos humicos e aos &cidos fulvicos distinggemsm do outro, segundo

Stevenson (1986), pelo seu maior teor em oxigémemor em carbono, pela maior acidez de
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troca dos acidos fulvicos em confronto com os &cigamicos e pelo menor peso molecular
por parte dos acidos fulvicos. De acordo com Stewei1986) uma molécula “tipo” de acido
hamico consiste em micelas de natureza polimérg estrutura basica é composta de anéis
aromaticos de fenol di ou tri-hidroxilado, ligadestre si por grupos como - O -, - €H -

NH -, - N -, - S - ou outros. Tais anéis contém caosnbstituintes grupos OH livres e/ou
duplas ligacdes quinona. Quer as ligacdes quinoea gutros grupos cromoforos, que sdo
grupos de atomos com ligacdes néo saturadas,axfade absorcdo de energia vai de 200 a
400 nm e de 400 a 800 nm, correspondentes ao ialet e ao visivel, como o0s

representados na figura 2.7, sdo responsaveis@etscura das substancias humicas.

/K/\/ o

‘ ‘ N=0 C=N —N=HN— —CH=/{

Figura 2.7 - Alguns grupos croméforos responsgwelia cor escura das substancias humicag,

De acordo com o modelo supramolecular, os acidivicéis seriam formados por
pequenas micelas estaveis que permaneceriam dispegta repulsdo das cargas negativas
originadas da dissociacdo da grande quantidadeug@gacidos presentes em sua estrutura.
Por outro lado, as micelas de acidos humicos, pdeproximar-se o suficiente para formar
agregados de elevada massa molecular, por apresantaenor quantidade de grupos
funcionais acidos (HAYES; CLAPP, 2001).

Apos o fracionamento das substancias humicas, esaescteristicas podem ser
estudadas com base na composicao elementar, mjoailestes elementos na estrutura e nos

tipos e localizacdes dos grupos funcionais na est&ruida molécula. Assim sendo, métodos
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analiticos e espectroscopicos tém sido usados femaonenta para o estudo das substancias

humicas isoladas de residuos, solos e sedimentos.

2.12 ANALISE ELEMENTAR E RAZAO ATOMICA

A analise elementar € o método mais usado paraamtedzacado das substancias
hamicas e informa sobre a quantidade dos compamemaiores formadores dessas
substéancias (C, H, N, O, S). Com os dados da andlisnentar ndo é possivel se chegar a
férmula molecular de acidos humicos ou acidos €alsj mas ela fornece uma nocédo da
composicao geral da molécula, e € muito utilizaala gxplicar a geoquimica das substancias
hamicas. Pode ainda ser interpretada para difereasiclasses das substancias humicas, pois
€ um indicativo da eficiéncia do processo de pagao.

As principais transformacdes que ocorrem durantee@mposicdo de residuo e a
humificacdo, sdo as perdas de polissacarideos pormmntes fendlicos, enriquecimento em
estruturas aromaticas recalcitrantes e modificalg@® estruturas de lignina (ZECH et al.,
1997). Estas estruturas séo dificilmente decompostan respeito a aglcares e proteinas
(ROSA et al., 2000) Desta forma, relagbes atomwdy C/H, H/C e C/O tém sido usados
como indicadores da aromaticidade e niveis de m@e@rganicos decompostos podendo ser
calculadas a partir dos dados da analise elemeetadp essas razdes Uteis para identificar os
tipos de substancias humicas, monitorar mudancasuss estruturas e fornecer dados para
estabelecer formulas estruturais para as moléculas.

A relacdo C/N, mesmo nado sendo o uUnico fator, @zae fornecer uma previsdo da
taxa de decomposicdo. Os microorganismos necesgéararbono como fonte de energia, de
esqueletos carbbnicos para sintetizar biomolécdileersas e de nitrogénio para sintetizar

proteinas. Durante a decomposi¢cdo da matéria maamiconsumo de carbono é maior que o
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de nitrogénio, isso faz com a concentracao relataitrogénio aumente, diminuindo, por
conseqiiéncia a relacdo C/N (MARQUES, 2003; GONZAIHEREZ, 2004; SANTOS,
1999). Nesta relacdo quanto maior este valor, ns@ot 0 tempo de decomposicdo. Logo,
guanto menor a quantidade de nitrogénio no processs lentamente este ocorrera.

A relacdo C/N pode ser utilizada ainda para infergrau de estabilizacdo da matéria
organica, no que se refere ao ataque microbian&NARDES, 2000). Segundo Kumada
(1987), a humificacdo de residuos organicos é taraada por sua fragmentacéo, formacao
de humus, abaixamento da relacdo C/N e sua tramsfdo de preto-amarronzado para
substancias amorfas pretas. Nao apenas microrgagsiismas também animais do solo
participam do processo de humificacdo (KUMADA, 1p87

A relacdo C/N é um indicativo de que a matériganica estd na forma de pré-
—composto, bioestabilizada ou humificada. Para seroh relacdo C/N se divide os
percentuais de carbono e nitrogénio e o peso atdaai@lemento, aplicando a seguinte razao:
C/N = (C%/massa molar C) / (N%/ massa molar N).usdg alguns autores (STEVENSON,
1994; STEARMAN et al.; 1989; ROSA, 2004, ROSELLakt 1989, ROMAO; ROCHA,
2005), maiores valores de H/C (ou menores valoee€/tH) indicam maior quantidade de
grupos alifaticos, tipicos de materiais menos higados, enquanto que amostras mais
humificadas apresentam, em geral, maiores val@&3/@, C/N e menores razdes H/C. Esses
resultados, no entanto, ndo estdo de acordo al®®Ipor outros pesquisadores. Martin-Neto
et al. (2000) encontraram altas concentracfesdieara semiquinonas, detectados por EPR,
correlacionando com menores valores de razdo CMhdao orgéanica avaliada e associando
essas caracteristicas ao maior grau de humificdgdoacidos humicos Schnitzer e Khan
(1978), encontraram maiores niveis de radicaigdigemiquinona em amostras de solo com
tamanho < 50 um, o que é correlacionado razoaveédémeem com baixas razbes C/N e

associados a amostras com maior grau de humificdgig& (1997), estudando também
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acidos humicos de um Latossolo Vermelho, com altdas C/N e baixa razdo H/C, verificou
por meio de RMN™C, que os &cidos humicos desse solo apresentavim Qa@u de
aromaticidade e maiores quantidades de estrutdifaticas, indicando que estas razoes
relacionam-se bem com o grau de aromaticidade Waséncias humicas. Segundo Zech et
al. (1997) quanto menor o valor da relagdo C/N, mais acentéadocarater aromatico do
carbono.

Essa razdo também pode informar sobre o grau defibagdo das substancias
hamicas, menores relagcdes C/N indicam maior grabumheificacdo. Bezerra et al. (2006),
verificando a viabilidade da aplicacdo de lodo,dpmdo pela Estacdo de Tratamento de
Esgoto do Aeroporto Internacional do Rio de Jan@DAR-APOIO), a revegetacdo de uma
area degradada do aeroporto, concluiu que o mageigantrava-se estabilizado devido a sua
baixa reacao C/N.

Observando possiveis alteracdes na distribuicddrde8es humificadas da matéria
organica e das caracteristicas estruturais dossdidmicos de amostras de horizontes
estruturais de dois solos tratados com adicdo sidues de origem urbana, Canellas et al.
(2001) verificaram que os menores valores da reldGBN nos &cidos humicos de um
Argissolo Vermelho-Amarelo com a adicdo dos ressdoigéanicos caracterizavam a maior
estabilidade quimica desta fragdo humificada e Angel(1998), ao analisar fracdes de solo
(areia grossa), encontrou altos valores da rel@f8bsugerindo, assim, um baixo grau de

humificacdo da matéria organica desse materiatcpéatio.

2.14 TECNICAS ESPECTROSCOPICAS DE ANALISE APLIDAS AO ESTUDO
DAS SUBSTANCIAS HUMICAS

Nos ultimos anos, as técnicas de andlises espeapioas vém sendo utilizadas para

identificar o grau de humificacdo da matéria orgando solo, permitindo observar as
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mudancas que ocorrem na conformacao estruturajrdp®s funcionais da matéria organica,
sendo que 0 seu uso em conjunto permite o estuloatacteristicas estruturais da matéria
organica. Entre esses métodos destacam-se: RPE, RMR, espectroscopia 6tica no UV-
—visivel e Fluorescéncia no UV - visivel.

A espectroscopia de fluorescéncia (detalhado ndétutap3) tem sido amplamente
utilizada para estudos das substancias humicamagset al. (1999) e Kalbits et al. (1999) a
utilizaram para avaliar o grau de humificacdo amanho molecular das substancias humicas.
Senesi et al. (1991), com a finalidade de estabeleritérios para diferenciacdo e
classificacdo das substancias humicas, propusetditizacédo das propriedades fluorescentes
dessas substancias e Milori et al. (2002) detemammaatravés dessa técnica o grau de

humificacdo de acidos humicos.

2.14.1 Espectroscopia de Ressonancia Paramaghaéticanica

A RPE avalia o grau de humificacdo das substamciascas através da quantificacao
de radicais livres do tipo semiquinonas (SENESROL9MARTIN-NETO et al., 1994a;
SAAB, 1999; SAAB; MARTIN-NETO, 2003). Essa técniéauma das poucas, entre 0s
métodos de laboratério que pode fornecer informme8&uturais, sem artefatos ou condi¢des
experimentais restritivas, sobre a complexacéddatssmetalicos paramagnéticos €U,

Mn*?, Cr"® e outros) com as substancias himicas (MARTIN-NET@I., 1991).

2.14.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnétickeduc

A RMN permite a visualizagdo de grupos funcionai® gompdem as substancias

hdmicas e correlaciona o grau de humificacdo cagraa de aromaticidade das substancias
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hamicas (KRASSHAVN et al., 1992, ZECH et al., 19958ndo extensivamente utilizada
para informacdes sobre os nlcleodtde™C, 3P, N e *’Al, identificacédo de mecanismos de

decomposicao, efeitos de cultivo, caracterizacamioheas organicas de nitrogénio e fosforo e
interacdo da matéria organica com xenobioticos taimétravés da espectroscopia de RMN
de °C a caracterizacdo estrutural e a determinacdaalode aromaticidade e alifaticidade
das substancias humicas, em amostras nos estdutms esfiquidopodem ser determinados

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

Esta técnica € atualmente a mais usada para c&@actas substancias humicas do
solo, sendo possivel a utilizacdo de amostra sdiddiquida (CONTE et al.,, 1997), nao
sendo destrutiva e preservando a amostra parasarédises com economia de solventes e
permitindo a avaliacam situ da matéria organica do solo. No entanto, apresagtanas
limitacbes como baixa sensibilidade devido a peguatnundancia natural da maioria dos

nacleos e os tempos de relaxacdo muito longosxjgene experimentos com longa duracao.

2.14.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transida de Fourier.

Esta técnica baseia-se no fato de que os divamms de estruturas moleculares e de
ligagBes quimicas existentes numa molécula absoradiacao eletromagnética na regido do
infravermelho, em comprimento de onda caractedstfazendo com que cada ligacao
quimica vibre numa faixa espectral especifica qigefletir o ambiente quimico de insercdo
de cada grupo de atomos analisado (CERETTA €1399).

A FTIR é uma ferramenta que permite analisar area#uquimica, reatividade e
arranjo estrutural de grupos funcionais contendiémo, a presenca de proteinas e
carboidratos e a eficiéncia do processo de pucicada amostra quanto a contaminantes

como argila, sais e metais (STEVENSON, 1994).
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Segundo Benites et al. (1999), a introducdo dadaate transformada de Fourier na
determinacdo dos espectros de infravermelho prapme avancos como maior velocidade
na leitura dos espectros, proporcionando uma malimar definicdo dos sinais e exatiddo na
analise e reducdo do custo do equipamento, torrsmdom método simples e barato
comparado a outras técnicas espectroscopicas, déémpequena quantidade de amostra
requerida na analise.

Complementando os dados obtidos por RMN, as asatiseFTIR tém sido usadas
para identificar grupos funcionais carboxila, aminiaidroxila, carbonila e outros
(SCHNITZER, 1978; STEVENSON, 1994). Estas informe;&ao Uteis porque permitem
identificar possiveis processos de oxidacdo eaglder de grupos funcionais, associados aos
efeitos de manejos, devido, por exemplo, ao aunmnteducdo da aeracao do solo, mudanca
de pH, complexacdo com micronutrientes de fertiiga ou ocorrendo naturalmente no solo,

e com metais pesados.

2.14.4 Espectroscopia de Absorcao de Luz UV- glsiv

A Espectroscopia de UV-visivel envolve transicddstrénicas. A razdo das
absorbancias 465 e 655 nmy/fg) tem sido muito utilizada, apesar de existir covédrsias a
seu respeito, como um indicador do grau de condéonsa humificagcdo das substancias
hdmicas de solos. Com o0 aumento da massa molecdicondensagédo dos anéis essa razdo
decresce, sendo utilizada como um indicador do geawcondensagdo Assim, se a razéo
E4/E6 é baixa, indica alto grau de condensacgéocdostituintes aromaticos e se for alta

infere-se a presenca de um numero relativamenter maiestruturas alifaticas.
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Recentemente Saab e Martin-Neto (2007), estudahtideAgleissolos mostraram que
a razéo KEEg correlacionou muito bem com a quantidade de a@mhaticos condensados,
determinados por CP/MAS RMNC juntamente com a técnica de defasagem dipolar.

A espectroscopia de UV-visivel € muito utilizadaide ao facil manuseio, rapidez e
baixo custo operacional. Possui também baixos danile deteccdo, o que possibilita
determinacdes em pequenas quantidades de amgsissibilidade de quantificacdo a partir
de comparacbes com padrdes. Porém, ndo € umaaeéguaditativa, pois, como é uma
absorcao molecular, o espectro gerado é de baBdasspectros no UV-visivel correspondem
a um gréafico de frequéncia ou comprimento de ondaablsorcdo, relacionado com a
intensidade de absorcéo, medida em transmitana@sarbancia.

Uma outra técnica espectroscopica também usadaatiaeade solos é a fluorescéncia
e, mais recentemente, a fluorescéncia induziddgser, a qual tem se mostrado eficaz na

analise de solos inteiros. Essa técnica sera &rawadapitulo a seguir.
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CAPITULO 3

ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

3.1 FOSFORESCENCIA E FLUORESCENCIA

As moléculas apresentam diferentes niveis eneogébiodendo sofrer transicdes entre
estes niveis pela absorcdo ou emissdo de um quahiseneto de luz com energia igual a
separacao entre os niveis. As energias necesganasalterar a distribuicdo eletronica de
moléculas sdo da ordem de diversos eletronvoltgoLos fotons absorvidos ou emitidos
quando tais alteracdes ocorrem estdo nas regidegisdieel e ultravioleta do espectro
eletromagnético (ATKINS, 2003).

Muitos sistemas quimicos podem ser excitados p@gao eletromagnética e reemitir
essa radiacdo ao mesmo tempo ou a outro comprindentmda. Sistemas como esses Sao
chamados fotoluminescentes, dentro dos quais senglis os fluorescentes e o0s
fosforescentes. (GONCALVES, 2001)

Luminescéncia é a propriedade que diversas sulssapossuem de emitir luz sob
efeito de uma excitacdo que pode ser térmica (lamioescéncia), mecéanica
(triboluminescéncia), quimica (quimioluminescéncidjiolégica (bioluminescéncia), ou
luminosa causada por radiacdo ultravioleta ou geieoedo visivel (fotoluminescéncia). Esse
fenbmeno serda dito fluorescéncia se for instant@mefosforescéncia, se ocorrer num tempo
muito pequeno entre a excitacao e a emissao.

A fluorescéncia molecular consiste em processorddioativo que se baseia na
emissao de um féton quando um elétron é excitag@sSe fica emparelhado com o elétron

no estado fundamental ndo h& spin resultante ® esgt&em um estado singlete; se, pelo
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contrario, os spins dos dois elétrons no estaddaimental e excitado sédo paralelos, diz-se
que é um estado triplete, pois origina trés nigeignergia tipicamente diferentes segundo os
quais as moléculas se distribuem. (ATHINS, 2003NGALVES, 2001)

Estas transicdes envolvem a passagem de elétspmndieis dos orbitais n aupara
n*. O retorno dos elétrons ao estado fundamentadleeprocesso radiativo de fluorescéncia
e fosforescéncia. Quando o tempo entre a excita@@missao da espécie excitada é maior
(~10°- 1 s) o fendmeno é entdo chamado de fosforesgémicaso da fluorescéncia o tempo
de vida média é mais curto (<) e as transicdes eletronicas se ddo em torn6 e 1

A Figura 3.1 mostra a sequéncia de passos envslviddluorescéncia. A absorcéo de
radiacdo eletromagnética no UV ou visivel induz utremsicdo eletrbnica do estado
fundamental, & até o primeiro estado excitado, (S $*). A molécula excitada €, entao,
sujeita a colisdo com as demais moléculas vizinfeendo com que parte da energia
absorvida seja dissipada ndo radiativamente. Coonoiselétron excitado desce 0s niveis
vibracionais {-V3;—V,—..) até o nivel vibracional de menor energia)(\do estado
molecular eletronicamente excitadg*)S Nesta condi¢do, as moléculas das redondezas néo
sdo capazes de aceitar a maior parte de energasdei@ para levar a molécula até o estado
fundamental; assim a molécula emite esta energ@oneaneamente, na forma de

fluorescéncia, para retornar ao seu estado fundah{&TKINS, 2003).
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Figura 3.1- Diagrama eneraético de fluorescéncia (adaptado de Movotny, 20040,

A fluorescéncia ocorre tanto em sistemas quimiangples como complexos, sejam
esses sdlidos, liquidos ou gases. Quando a radedgswvida € reemitida sem alteragdo de
frequéncia, é chamada de fluorescéncia ressondntentanto, as bandas de fluorescéncia
molecular encontram-se mais frequentemente cestraslacomprimentos de onda maiores
(energia menores) que o da linha de ressonanci@Csx 2002).

No fendmeno da fosforescéncia, os prinsepassos sdo 0s mesmos da fluorescéncia
(Figura 3.2), diferindo apenas pela presenca destado excitado tripleto.

As figuras 3.1 e 3.2 mostram o esquemadifasentes formas de decaimento para
elétrons excitados. Duas dessas transicoes, a$lcémcia e a fosforescéncia, sdo radiativas

porgue envolvem a liberacdo de fétons. Entretanitras formas de transicdo n&o radiativas

podem ocorrer.
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Figura 3.2 - Diagrama energé{icn de fosforescéncia (adaptado de Novatny)

Os processos nao radiativos para que a molécuia aolseu estado fundamental sao:
a conversao interna, a conversao externa e o cargarntersistemas.
Esses processos que podem competir asntransicoes radiativas ou mesmo

complementa-las sdo mostrados a seguir.

3.2 CONVERSAO INTERNA

Uma molécula pode ser excitada a qualquer um desisnivibracionais mais
energéticos durante um processo de excitagdo mrdPorém, em solucdo este “excesso”
de energia vibracional rapidamente é perdido pamme, resultando em um pequeno
acréscimo na temperatura desse e levando o ektramis baixo nivel vibracional do estado
excitado. O processo vibracional é tao eficiente gqéempo de vida médio de uma molécula
excitada é da ordem de % ou menos. Desta forma, a banda de fluorescéssixiada a

esta transicao eletronica, quando existe, ocoereeggias menores que da excitacao inicial.



44

A conversédo interna resulta em um mecanismo naatnaal para a relaxacdo do
estado excitado. Esses processos ndo sdo bem emaipies, mas sdo altamente eficientes,
pois poucos compostos exibem fluorescéncia.

A conversao interna parece dar-se com maior prbthate quando dois niveis de
energia eletronica estado suficientemente juntosmddo a dar-se a sobreposicao dos niveis
vibracionais. Assim, dao-se transicfes ndo radiantdre dois estados singletes, ou dois
tripletes, por relaxacao vibracional. A conversaierna pode resultar no fenbmeno da preé-
—dissociacédo, que deve diferenciar-se da dissocigndi@ue nesta a radiacdo absorvida
excita o elétron de um grupo cromoéforo diretamempi@a um nivel vibracional
suficientemente elevado, de modo a quebrar a kigdg&rupo. Este processo de dissociacéo
também compete com o de fluorescéncia.

A desativacdo de um estado eletrénico excitado leevioequentemente interacdo e
transferéncia de energia entre as moléculas easitachs do solvente, ou outros solutos, por
colisbes ou acdes a longa distancia, processo asgushama d€onversdo externau
supressadqou extingag por colisdo (em inglégollisional quenching)e que explica o efeito
do solvente na intensidade da fluorescéncia. Dest#o, as condigbes que provocam uma
diminuicdo do namero de colisdes, ou outros efditomleculares, entre as particulas, como
um abaixamento da temperatura e um aumento dasusc®, aumentam em geral a

fluorescéncia.

3.4 CRUZAMENTO INTERSISTEMA

E o processo no qual o elétron tem seu spin iml@grpermitindo a sua migragédo para

um estado tripleto. Como acontece com a converg&onga, a probabilidade deste tipo de

transicdo aumenta se os niveis vibracionais dasestados se sobrepuserem (GONCALVES,
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2001). Este processo é mais comum em moléculasaquiém atomos de alto peso molecular
(efeito do atomo pesajloAs interacOes spin/drbita ficam mais fortes maspnca destes
atomos favorecendo, dessa forma, a mudanca do Apimesenca na solucdo de espécies
paramagnéticas, tais como oxigénio molecular, dimia fluorescéncia, pois também
promove o cruzamento intersistema.

Estes mecanismos limitam a fotoluminescéncia a umeno relativamente pequeno
de sistemas. A rota mais favoravel para o decaon&aiguela que minimiza o tempo de vida
dos estados excitados. Assim, o decaimento poreffgéncia sera observado se o sistema
apresentar caracteristicas estruturais e ambieagajsiais permitam que esse decaimento seja
rapido o suficiente em relacado aos processos nftikens.

A fluorescéncia dificilmente ocorre para excitac@sn radiacdo ultravioleta de
comprimentos de onda menores que 250 nm, poiadégdo € constituida por fotons com
energia suficiente para causar a desativacdo dacoialpor dissociacdo ou pré-dissociacao
(Skoog, 2000). No caso da pré-dissociacao, oogléirlevado para um estado energético de
menor energia a partir de um estado de energiarmpésém num estado de vibracdo
superior. Esta energia vibracional é elevada cabésipara provocar o rompimento da ligacédo
seguida por converséo interna de energia eletr@acaenergia vibracional (GONCALVES,
2001).

Posteriormente, por cruzamento intersistema, ooglgtassa para um nivel eletronico

baixo, porém em um nivel vibracional mais energe(EKOOG, 2000).

3.5 FATORES QUE INTERFEREM NA FLUORESCENCIA

Muitos sdo os fatores capazes de ageffworescéncia da molécula, reduzindo sua

energia no estado excitado e a intensidade fluenésc
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A intensidade da fluorescéncia diminui com o aumedb tamanho molecular
(LEVESQUE, 1972; HALL; LEE, 1974; SENESI, 1990; SRK; SWIFT, 1994; ALBERTS
et al., 2000). Ewald et al., (1988) observarammuespectro de emisséo de fluorescéncia em
fracbes de acidos fulvicos, com peso molecularindest, provenientes da atividade
microbiana, ocorria um deslocamento do pico de sAwnispara o vermelho, ou seja,
deslocamento para comprimentos de onda maiores, @oaumento do tamanho das
moléculas.

Atomos de elevado nimero atdmico ligados a estutimorescente também sdo
capazes de diminuir a eficiéncia da fluorescénpas podem causar perturbacdo no spin
eletrénico aumentando a taxa de cruzamento enstensis. E 0 que ocorre com as
substancias humicas quando ha substituicdo pogéwilus e coordenacéo de ions de elevado
namero atdmico, especialmente quando o ion é pgragtiao (PIANA E ZAHIR, 2000).

A interacdo com outros solutos, como o oxigénio emlar dissolvido (extincao
estatica), ou com ions metalicos (extingdo dindnigae sdo de mais alto estado excitado,
também diminuem a intensidade da fluorescéncia.idds metalicos podem reduzir a
fluorescéncia de ligantes organicos, devido ao atonea proporcdo de processos nao
radioativos que competem com a fluorescéncia. Mgaiamagnéticos de transicdo, como o
Fe" Feft, Ni®*, CU*, e CF*, entre outros, tém o nivel de energia menor que o estado
excitado “singlete”, podendo reduzir a fluorescérdis ligantes das substancias himicas por
transferéncia de energia intramolecular (SENE&I.e1991). Um aumento da intensidade de
fluorescéncia pode ser observado quando ha um aomemigidez estrutural, pois esta tem o
efeito de reduzir o grau de interagdo da molédularéscente com seu meio ocorrendo, com
isto, uma diminui¢do da taxa de converséao intesaNESI, 1990).

A fluorescéncia de um composto aromatico com suwirsties basicos ou acidos no

anel benzénico também depende do pH. O comprintEntinda e a intensidade de emissao
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possivelmente serdo diferentes para as formasadasze ndo ionizadas do composto. As
mudancas na emissao de compostos destes tiposnsdeumero diferente de espécies
ressonantes associadas as formas basica e acidaotiasilas. Estas observacdes sugerem
que procedimentos analiticos baseados na fluoreiscéaguerem controle de pH. (SKOOG,
2002). As propriedades fluorescentes das SH vamnansantemente com o pH de acordo com
sua natureza e origem (SENESI, 1992). Como a fheérecia depende do grau de conjugacéo
da molécula e a ocorréncia de ligacbes de hidrogéntramolecular pode aumentar ou
diminuir a conjugacdo de grupos vizinhos, a indade da fluorescéncia pode variar pela
ocorréncia deste tipo de ligacdo em funcdo de ¢@egm da concentracdo de eletrolitos e do
pH do meio (SPARK et al, 1994).

A extensao de sistemas eletroniap® nivel de substituicdo heteroatdémica e o tipo e
namero de grupos substituintes dos anéis aromafetem a intensidade e o0 comprimento de
onda da emissdo fluorescente das substancias MiImMAssim, o comportamento da
fluorescéncia de uma molécula é o resultado de feitoecumulativo e muitas vezes
interdependente de diferentes aspectos estrutai@isnolécula, sendo o espectro de
fluorescéncia provavelmente a soma de diversoscepede fluoréforos presentes nas
moléculas de substancias humicas (SENESI et #&Q)19

A heterogeneidade das substancias humicas fornpoganto, espectros de
fluorescéncia que podem ser utilizados para sengistem aspectos baseados na sua
natureza, origem e génese (SENESI et al., 1999unsl autores se referem a técnica de
fluorescéncia para as SHs como sendo promissoradANMII et al., 1988; SENESI;
LOFFREDO, 1996; ZSOLNAY et al, 1999; KALBITZ et aR000), visto ser uma técnica
sensivel, ndo invasiva, requer um preparo minimona pequena quantidade de amostra,
podendo a analise ser feita em curto espaco dpoteRorém, a pequena quantidade de

estruturas fluorescentes presentes nas substdngigisas, que dificultam a observacdo da
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fluorescéncia é uma das limitacdes desta técniga, do fato da fluorescéncia observada nao
representar a total fluorescéncia da molécula,dde&idificuldade de se varrer o espectro em

todos os comprimentos de onda.

3.6 MODOS DE OBTENCAO DO ESPECTRO DE FLUORESCTHN

O espectro de fluorescéncia pode ser obtido ernigEos: de emisséo, excitacdo e
excitacao sincronizada em amostras de acido huen@cdo fulvico dissolvidos em agua a
uma concentracdo e pH apropriado. O espectro dssémide fluorescéncia € obtido, em
geral, definindo-se um comprimento de onda especfjara excitacdo dos componentes da
amostra. Esta radiacao incidente € definida cornelagem que a amostra absorve com maior
intensidade em seu espectro de absorcdo. Mantentiveseste comprimento de onda de
excitacdo, sao registrados os comprimentos de a@ndas intensidades das emissfes
provenientes da relaxagdo dos componentes da @anOsespectro de excitacao é registrado
medindo-se a intensidade da emissdo em um compgondenonda fixo, embora variando o
comprimento de onda da excitagdo. Os espectroxatagio de varredura sincronica sao
obtidos por medida da intensidade da fluorescéramguanto que simultaneamente faz
varredura sobre ambos: a excitacdo e emissdo nmmpricoento de onda e mantendo uma
constante, otimizada pela diferenca do comprimeatmnda,Al = dem — Aexe €Ntre elas.
(SENESI, 1992).

Na figura 3.3 estdo representados os espectrodoshpara uma mesma amostra de
acido humico e acido fulvico, sendd.g. de 360 nm para o espectro de emissao, de 270-500
nm a leitura do espectro de excitagao, com,pfixa a 520 nm e o espectro de excitacao —

sincronizado de 290-550 nm, sendalode 18 nm (SENESI et al, 1991).
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Figura 3.3 - Espectro de fluorescéncia de emissémtacao e sincronizada-excitagdo de um acido d¢aimi
(AH) e um acido fulvico (AF) de um mesmo solo (Seret al., 1991).

O uso da espectroscopia de fluorescéncia paraidcedas substancias humicas tem
sido de grande utilidade para indicar seu grauutkeificacdo (SENESI, 1992, MILORI et al.,
2002; ROSA et al., 2004) e tem dado importanteslteefos na avaliacdo da qualidade do
solo, pois fornece informacdesie podem ser usadas para diferenciar e class#icaatéria
organica natural de acordo com a sua origem, génesdureza e também para identificar
estruturas moleculares e funcionalidades, sendeiva#na presenca de metais pesados e
contaminantes organicos.

Esta técnica € muito sensivel devido a capacidadeedletectar o sinal proveniente

de moléculas quando excitadas por um comprimentnda especifico. E também bastante
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seletiva, uma vez que os comprimentos de onda d@e&o e emissdo dependem do mesmo
composto de interesse, fazendo com que o sindlidee$céncia detectado seja caracteristico
de cada molécula em estudo.

O uso da técnica de fluorescéncia nos estudos salystancias humicas esta
apoiado na presenca estavel de varias estrutu@eskcentes intrinsecas a molécula humica e
também aos seus precursores, particularmente an@isaticos, fendis e grupos quinona
(SENESI et al, 1991). Essa € uma das poucas técgim investiga as substancias humicas
em concentracbes e condi¢cdes naturais, fornecesdion,ainformacdes estruturais das

moléculas que as compdem.

3.7 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA INDUZIDA PORSER

As técnicas anteriormente citadas exigem a extracfacionamento quimico das
substancias humicas do solo, resultando na geds;&siduos quimicos e tornando a andlise
de solos um processo lento e trabalhoso. Além dss@rodutos deste tratamento (acido
hdmico, acido falvico e humina) podem apresentadifitacdes em relagdo a sua forima
situ (FELLER; BEARE, 1997).

Em trabalho recente, Milori et al (2006) mostrargme usando a técnica de
fluorescéncia chamada de (FIL) fluorescéncia imtuzoor laser € possivel quantificar a
humificacdo do solo inteiro (solo sem qualqueratra&nto fisico ou quimico). Segundo os
autores, isto é possivel devido ao fato de queir@ssde fluorescéncia sdo emitidos em
sistemas rigidos conjugados em estruturas ou nmakmdividuais, como anéis aroméaticos e
qguinonas. Sendo assim, quando a substancia mueéatado (sélido, liquido, vapor) ou é

dissolvido, o sinal de fluorescéncia da substaaicida persistira.
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As principais vantagens desta técnica sdo altailskuiede e seletividade, pois
somente aqueles grupos funcionais que fluorescedenposer observados, sendo que a
intensidade da fluorescéncia aumenta com o deomrésdo tamanho molecular e o
incremento de grupos C=0, COOH e C aromaticos.npktidade e rapidez sdo tambéem
vantagens com uso desta técnica. A fluorescénaaar o mesmo impedimento analitico
como 0 EPR e RNM em relagéo adFeodendo, por isso, ser usada para determinarw gra
de humificagcdo em latossolos sem a necessidadetdad@ de acidos humicos. Porém, a
maioria dos trabalhos existentes usa esta técmicaubstancias humicas (MILORI et al.,
2002).

Nas substancias humicas, os principais fluorofgrossentes, grupos capazes de
absorver e emitir energia, na forma de luz, s&ers@s com alto grau de conjugacdo, como,
por exemplo, anéis aromaticos e grupos do tipoomain

Riffaldi e Schnitzer (1972) afirmarajue os radicais semiquinonas sao formados a
partir da remoc¢édo de hidrogénio (H) dos grupos @id findis. Assim, quanto maior a
concentracdo de fendis no material de origem, maigpncentracdo de spins nos &cidos
hamicos formados a partir deles. Martin Neto et(#)94a), utilizando a técnica de EPR,
encontraram altas concentracOes de radicais semitps ao correlacionar com menores
valores de razdo C/N da fragdo organica avaliadsocado, dessa forma, estas
caracteristicas ao maior grau de humificagédo diodwiimico.

Com base nestes fatos € possivel propor a fluareisc@éomo parametro para se
estudar os processos de humificagdo. Sua utilizécdais relevante nos solos (como, por
exemplo, Latossolos Vermelho eutroférrico) em gsecontetdos de ferro inviabilizam os

estudos dos parametros da humificacdo por técde&essonancia Magnética.
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CAPITULO 4

MATERIAIS E METODOS

41 COLETA DE AMOSTRAS

41.1 Localizacao e caracteristicas do solo

As amostras de solo foram coletadas em 23/03/2@0kstacao Experimental do Pélo
Regional de Pesquisa do Instituto Agronémico daRa lIAPAR), em Ponta Grossa-Parana-
Brasil (Figura 4.1). As coordenadas geograficasada do ensaio sdo: latitude 25°13'S,

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

Figura 4.1 — vista geral das tréacro-parcelas (area de ensaio)
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O clima da area, segundo a classificacdo de KoepperCfb — subtropical umido
mesotérmico com verfes frescos, sem estacdo seoen ggeadas severas. A temperatura
média do més mais frio € menor que 18°C e a dommaé&s quente maior que 22°C.

A precipitacdo total anual situa-se entre 1300 mmb8@0 mm, com chuvas bem
distribuidas ao longo do ano. A vegetacdo é caomgétpor campo subtropical de altitude
(EMBRAPA, 1992/93). Os tratamentos foram distrilmsidem trés parcelas, onde duas
apresentam a dimens&o de 100 x 50m com uma &aré80faf e rampas de 50m. Uma
terceira parcela possui uma area superficial de2@Im com uma area de 10000m

As coletas foram realizadas com auxilio de um trtgolm Holandés, no qual existem
graduacdes de varias profundidades. Neste casamfautiizadas as marcacbes de
profundidade 0-20 cm, 20-40 cm e 40-60 cm. Utilizeuem torno de 10 coletas por area, as
quais compuseram uma amostra para uso das analises.

Os tratamentos das parcelas 1, 2 e 3 foram congppstouma sucessao de diversas
culturas em trés sistemas de manejo descritosuar segnforme relatério de experimento do

IAPAR.

SISTEMA 1 — Preparo Convencional

Preparo do solo com uso de arado de disco, hidoawdi reversivel, da marca
LAVRALE, seguido de duas gradagens leves, com gnattdulica de 24 discos (Figura 4.2),
feitas com a finalidade de criar condi¢cbes favasipara o estabelecimento da cultura. A
rotacao de cultura (rotacao 1) entre os anos d&-1980 foi de trigo e soja, entre 1990 1995
cultivaram-se aveia preta/soja/aveia preta/millgwitsoja/aveia preta/soja/tremocgo/ milho,
entre 1995-2000 cultivaram-se aveia preta/sojafsma/aveia + ervilhaca/milho/aveia
preta/soja/trigo/milno e entre 2000-2005, cultivarse aveia +ervilhaca/milho/aveia/soja/

aveia/soja/aveia + ervilhaca/milho/aveia/soja/aveg@vilhaca..
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Figura 4.2 - Solo cultivado sob sistema faconvencional — IAPAR - PG

SISTEMA 2 — Preparo Minimo
Este sistema de cultivo (Figura 4.3) refere-se @ntidade de preparo do solo para

criar condi¢cdes necessarias a uma boa emergéastal®lecimento da planta.

Figura 4.3 - Solo cultivado sob sistemgpre minimo - IAPAR - PG
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O preparo do solo foi feito com uso da grade amd®OME, seguida de duas

gradagens leves (Figura 4.3). A rotacdo de cuftira mesma adotada no sistema 1.

SISTEMA 3 — Plantio Direto

Neste sistema (Figura 4.4) entre os anos de 1983-u#lizou-se uma alternancia de
preparo com uso da aracéo e gradagem e plantio émetrés ocasides. A partir de 1989 esta
parcela passou a ser cultivada sempre em plamgtodiA rotacéo de culturas adotada entre

1981-1990 era de milho/aveia/soja/trigo/soja/treimgdho/aveia/soja/trigo/soja/tremoco/

milho/aveia/soja/trigo e soja.
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Figura 4.4 — Solo cultivado sob sistenanpb direto — IAPAR - PG

Assim como nos sistemas 1 e 2, a partir de 1998opase a adotar a rotacdo de
culturas de aveia preta/soja/aveia preta/milholaseogaa preta/soja/tremoco/milho e entre
1995-2005, a rotacdo de cultura foi a mesma adatadsistema 1. Os preparos do solo e

plantio foram realizados sempre em nivel e a ctahrealizada com colhedora automotriz.
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Este sistema de plantio ndo envolve preparo dq aal@o ser na faixa e profundidade

onde a semente sera plantada.

42 SOLO

O solo a ser utilizado no experimento (Figura 4l8ksifica-se, conforme o Sistema
Brasileiro de Classificacdo de Solos Embrapa (19¢®mo um Latossolo Vermelho
Distréfico (LVd), com uma declividade média de 8%upmetido a 26 anos de plantio de
vérias culturas diferentes.

Latossolos sé@o solos muito profundos (com mais ,@en 2e profundidade), de cor
vermelha, alaranjada ou amarela, muito porosos, textura variavel. Possuem baixa

capacidade de troca de cations e teores de Oxidfesrd e aluminio elevados.

Figura 4.5 - Solo Analisado: Perfil do solo cléisado como
Latossolo Vermelho distréfico.




57

4.2.1. Procedimento de abertura das amostrasiale s

As amostras de solo em duplicatas foram colocades gecar naturalmente e, apos,
moidas em peneira de 1 mm para que a fracdo casealts impurezas maiores fossem
retiradas. Essas amostras foram numeradas e nokanwiradas para secar naturalmente a
temperatura ambiente. A tabela 4.1 mostra os s&staie cultivo e a profundidade para as

amostras de solo.

Tabela 4.1. Sistemas de manejo e profundidadesldd.atossolo

Amostra  Sistemas de manejo Profundidade (cm)

1 Convencional 0-20
2 Convencional 20-40
3 Convencional 40-60
4 Minimo 0-20

5 Minimo 20-40
6 Minimo 40-60
7 Direto 0-20
8 Direto 20-40
9 Direto 40-60

4.2.2 Procedimento para fracionamento por granulome#saaanostras de solo.

As amostras de solo inteiro foram moidas para deshaa os torrdes que ainda
pudessem existir e entdo peneiradas para sepampaezas, utilizando-se para isso peneira
de 1 mm. Ent&o foi preparado 1L de solucdo de NaOiol/L, colocando-se 40 g de NaOH
para 1L de solucéo, etiquetou-se e reservou-seastof ambar.

Em placas de petri, colocou-se cada amostra de soloduplicata, sendo todas as
amostras numeradas e etiquetadas. Essas amostiaslévadas a estufa numa temperatura

de 60°C, para garantir o minimo de umidade as mesma
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As amostras permaneceram em estufa e, apds, erscddsees, para que nao
absorvessem umidade, por aproximadamente 48 haado,s entdo, submetidas ao
procedimento de desagregacao de particulas paaaiorfamento fisico, descrito a seguir:

Mediu-se aproximadamente 20g de cada amostra da@ssplde petri em balanca
eletrénica diretamente em erlenmayers ou em bégure?50 mL. A amostra medida foi
colocada num recipiente contendo 200mL de agudatist entdo foi adicionado 10 mL de
NaOH — 1mol/L, para minimizar a floculacdo das amassdurante a sedimentacao, agitou-se
essa suspensao manualmente e cobriu-se cadaagwstfilme plastico. Essas suspensdes
ficaram em repouso por aproximadamente 24 horgsoiBeas amostras ainda fechadas com
filme plastico, foram levadas a uma lavadora wdtiaica (Lavadora Ultra-Soénica
Computadorizada USC 750 — Ultra Sonic Cleaner) dasagregacao das particulas, por 20
minutos. Apds esse tempo, cada amostra em suspingiErramada sobre uma peneira de
53 mmm (270 mesh) e lavada com agua destilada a fimudesq separasse a fracdo areia
grossa das demais fragoes.

Procurou-se tomar cuidado para que o volume de degtdada usada na lavagem da
areia grossa nao fosse muito superior a um litid€al seria 1L). Nos casos em que o volume
de agua utilizado foi superior a 1L, reservou-sexocedente no recipiente onde ja estava a
amostra em suspensao (erlenmayer, béquer e, emsatgos houve a necessidade de se
utilizar mais recipientes para reserva de materiahda novo recipiente a ser utilizado foi
lavado apenas com agua destilada).

Os recipientes contendo os excedentes das lavdgeams fechados com filme
plastico e reservados, para depois serem utilizamwspletando o volume do tubo onde as
fracOes seguiram para as proximas etapas do feaniemto fisico.

A fracdo areia grossa que permaneceu ha peneifavimla com agua destilada para

retirar a frac&o argila e, depois, com a agualddstifez-se seu arraste para uma placa de petri
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para posterior secagem. As demais fracdes querpasgzela peneira (lembrando que a
lavagem com agua destilada da amostra na peneoa gaando a agua que por ela passava
estava 0 mais clara possivel, para garantir a gassda maior parte de fracdo argila), foram
colocadas em tubos de PVC, por 24 horas. Prosseguiupeneiramento para separacao da
frac@o areia grossa com as outras amostras.

A temperatura foi medida para posteriormente seific@do por quanto tempo

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

1N: Viscosidade da agua
18nh h: Altura do cilindro
- 5 g: gravidade
g (d P d I )D dp: densidade de particulas
d;: densidade da agua
D didmetro da particula

Onde:

h=5cm

d, = 2,53 g/cm

D<2,0 um=2.16 m = 2.10" cm (fracéo argila)
d =1 g/eni

n = coeficiente de viscosidade (tabelado)

g =980 cm/%

A primeira agitacdo das amostras foi realizada tnbss por um minuto com uma
haste de metal, de base em forma de disco comrpedes. Essa haste de metal foi
substituida por outras de PVC, as quais eram laveolm agua destilada a cada término de
agitacao para evitar contaminacdes das outras eraost

AplOs esse procedimento as amostras permaneceramepguso por um tempo
determinado de acordo com a temperatura medidalimente.

Completou-se o volume dos tubos com agua destitpdado toda a fragédo argila foi

coletada.
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Para cada coleta da fracdo argila mediu-se a tatuparem agua destilada (valendo as
amostras dentro dos tubos) no inicio e no finalaeta, a fim de se verificar se a temperatura
variava. Em cada coleta, as amostras foram resssvau potes de plastico com capacidade
de aproximadamente 670 mL. Realizou-se ao todo d8tas, sendo necessarias para
completar o volume do pote trés coletas, entéo:

3 coletas -O61L
53 calet- x mL
X=18387011837 mL =11,837 L

Apés a coleta da fragdo argila, preparou-se 1lotlec&o de cloreto de calcio (Cagl
1 mol/L. Para preparar essa solu¢cao mediu-se eend¢embproximadamente 110,9 g de GacCl
anidro (MM = 110,99 g/mol) e dissolveu-se essa mass 1L de dgua destilada. A solucdo
foi reservada e etiquetada.

Nas amostras coletadas anteriormente, as quaigassteeservadas em potes de
plastico e em repouso para decantacdo da frac@la, axdicionou-se 7 mL da solugédo de
CaClb 1 mol/L para floculagédo do material . A utilizagd® 7 mL e ndo 10 mL foi devido ao
volume de amostra que cada pote comporta (~670msk)n para cada L seriam 10 mL:1000
mL de amostra = 10 mL de solucdo de Ga@liol/L

670 mL de amostra =  x mL diigéo de CaCl
% 6,7mL 00 7,0mL

Realizado esse procedimento, todas as amostran fayaamente levadas a repouso.
Observou-se a floculagdo da fragédo argila, em pgegundos apos a adicdo dos 7 mL de
solucdo de Cagll mol/L e, ap6s aproximadamente duas semanas aatdedo fez-se a
sifonacéo dessa fracdo, deixando-se entdo secaalnzente.

Na separacgao da fragéo silte (2¢20), repetiu-se o procedimento de sedimentacéo de

modo que, ao final, a suspenséo retirada estivessgparente, indicando que praticamente
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todo o solo referente aquela fracdo havia sidoradpaBAYER; MARTIN-NETO; SAAB,
2003), sendo que a fracdo 204H8 consistiu no material remanescente apos a séuadac
fracdo 2-20um. Essas fracdes foram, entdo, secas em estufd8G 66ndo realizado na

sequéncia suas analises.

4.3  ANALISE ELEMENTAR

As analises quimicas elementares foram feitaszamiio o método via seca por
combustdo — aparelho LECO CR 412 do laboratériQuienica e ICP do GMG - IGC — USP
— Sao Paulo, SP. Em todas as andlises foram dakzaés replicatas e apresentado o valor

médio das analises.

4.4  ANALISE ESPECTROSCOPICA

4.4.1 Espectroscopia de Fluorescéncia Induzda.gser (FIL) do solo intacto

As amostras de solo, ap0s serem previamente peagie secas, passaram por um
processo de pastilhamento. Para isso foram pespdeasmadamente 0,5 g de cada amostra e
prensadas por cerca de 2 minutos, num peso detamtadas, sendo que cada pastilha
formada é circular com diametro de 12 mm e 2 mnespessura. Estas medidas devem ser
respeitadas de acordo com o tamanho do suporieaddl para as amostras no momento da
medicao.

A excitacao da fluorescéncia foi feita com um dade argonio (Coherent — modelo

Innova 90C), mostrado na Figura 4.6.
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Figura 4 & - Detalhes da montagem experimental da FIL - EMBRAPA, - S50 Carlos

A montagem experimental do sistema de FIL estanasina Figura 4.7.

2

1 —K}
3 1- Laser de argbnio
\ 2- Prisma

3, 4, 5 - Espelhos planos
7 .6 _ amostra 6- Lente convergente
10 7- Modulador (optical chopper
8- Filtro

I 9- Monocromador
10- Fotomultiplicadora
5 11- Amplificador Lock-in
12- Sistema de aquisi¢do (Migr

osciloscépi})

= :

Figura 4.7- Sistema para medida de Fluorescéncia Induzida geerL

|=)

O sistema para medir a FIL (Figura 4.7) é constitude um laser de argénio (1), de
um prisma para separacdo da emissdo laser desttémea do gas (2), de espelhos para
conducéo da excitagdo até a amostra de solo &,4de uma lente convergente para coletar a

fluorescéncia (6), de um modulador éptico (optatadpper) (7), de um filtro para suprimir a
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excitacdo no sistema de deteccao (8), de um mamaciar (CVI, L=25 cm) (9), de uma
fotomultiplicadora (10), de um amplificador lock{ihl) e de um microcomputador dotado de
placa de aquisicao e software de controle e aguisie dados (12). Foram obtidos espectros
para cada amostra, e a média da area desses esgecutilizada para calcular o grau de
humificacéo.

Foram feitas analises de nove amostras de solaoinseibmetidos a diferentes
sistemas de manejo (PD, PM e PC) e diferentes muafades (0-20 cm, 20-40 cm e 40-60
cm). Apés a obtencdo dos dados, foi calculado o gemhumificacdo das amostras de solo

inteiro, denominada i .

4.4.2 Espectroscopia de Fluorescéncia Indymdad aser das Fracdes do solo

A matéria organica foi determinada utilizando-seeguintes fracdes da superficie (0-
20 cm) do solo:
- Fracdes argila, silte, areia grossa e areia fibtigas por fracionamento fisico;
- FracOes argila, silte, areia grossa e areiadutanetidas a lavagem com@®4 ( foram onze
lavagens a temperatura ambiente (25°C) e trés daga@ 55°C ), sendo que nos dois
tratamentos aos quais o solo foi submetido utilgewamostras dos trés sistemas de preparo
do solo;
- Fracbes argila, silte, areia grossa e areia filta,sistema plantio direto, submetidas a
temperatura de 700°C.

O fato de ter-se utilizado amostras deste sistnareparo do solo foi somente para
comprovar que a fluorescéncia das amostras sdoadas da matéria organica.

O procedimento para se fazer o pastilhamento eposmedida de FIL foi 0 mesmo

realizado para o solo inteiro, o qual foi anterierme descrito.



64

Utilizaram-se, para a realizacdo das medidas degfheéncia, 0s seguintes parametros
no equipamento: tensdo na Fotomultiplicadora =885, Lock-in = 50 milivolts, Laser =
458 nm e 300 miliwatts, e Varredura = 480 a 650 ki ORI et al., 2006).

A interpretacdo do efeito dos sistemas de preparsotb na humificacdo @n) do
solo inteiro e das fragdes granulométricas do fmloealizada com base no respectivo desvio
padrdo da meédia, calculado a partir dos resultadoanalise por FIL em duplicata (n=2).
Cada pastilha de solo intacto possui duas facessigara essas medidas sendo que, para cada
pastilha, foram obtidos dois espectros de FIL. Hdweduas pastilhas por amostra, foi obtido

um total de quatro medidas (espectros) de FIL pada amostra.
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CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo mostrados os resultados olditiages de analises de CHN e FIL
realizadas com amostras de solo intacto e sua@egdisicas, por tamanho de particulas, bem

como a discussao desses resultados.

5.1 RESULTADOS DA ANALISE DE CARBONO (C), HIDROGERI (H),
NITROGENIO (N) E RELACAO C/N.
Na tabela 5.1 sdo mostrados os valores de CHMlagio C/N das amostras de solo em

seus sistemas de manejo e profundidades.

Tabela 5.1 - Teores de carbono, hidrogénio, nitnmgé razéo elementar C/N das camadas
de solo aredias

Sistemas de manejo ¢
profundidade do solo| C ial H total N total CIN
(cm) (9kg’)  (g/kgh)  (glkg?)

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 e@muearea sob PD, os valores da

concentracdo de carbono total foram maiores na darsaperficial (0-20 cm), com relacao
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aos outros sistemas de manejo do solo. Isto podederrido pelo fato da atividade
microbiana se concentrar nesta camada, devido adeajple matéria organica fresca
principalmente no plantio direto, ocorrendo maientcuidade no processo de degradacéo do
material organico e sua estabilizacdo no solo,ecéqdificultado nas camadas mais profundas

Esse sistema de cultivo e outras técnicas de mrapamimo constituem hoje uma
tendéncia geral para todas as areas agricolapemgi@rias e agroflorestais, pois representam
uma substancial reducdo de custos e uma alternagivé@fica em termos de preservacao e
recuperacdo de ambientes, (LAL, 1976; CAMPOS et 4997, CARPENEDO;
MIELNICZUK, 1990; CORAZZA et al., 1999). Isso poder observado através dos valores
obtidos no PM, onde os valores de carbono totahfiomaiores que o PC na camada de 0-20
cm e maiores que o PD e PC nas camadas de 20-4G0r60 cm.

Resultados semelhantes também foram obtidos parBal. (2000a), ao analisarem
solos no PM e PC. Esses pesquisadores verificav@no gultivo minimo confere melhorias
na fertilidade do solo e no sequestro de carbompieeos sistemas de manejo do solo podem
atuar de forma variavel sobre a dindmica das siiesetes fracdes humicas. Em areas de
Latossolos Vermelhos sob PC na regido de PassmFuRS por longo periodo de tempo (9
anos), Freixo et al. (2002) também observaram uetucgdo de 47% do carbono na
profundidade de 0-5 cm.

Resck et al. (2000), estudando sistemas de maoegold e balancos de carbono no
cerrado verificaram que os sistemas de manejo mafeta carbono organico do solo
diferentemente, ndo somente pelo modo como catlEmsisde preparo atua no solo, mas
também pela época do ano em que 0s restos culs@@isicorporados ao solo. Estes autores,
ao caracterizarem quimica e fisicamente parcelas diferentes sistemas de manejo
aplicados a um Latossolo Vermelho Escuro argilagarmte 15 anos, observaram que, em um

perfil do solo de 40 cm, o sistema plantio diretoraulou mais carbono organico durante
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estes anos do que areas preparadas com pastageamoarado de discos, sendo que as
maiores diferencas ficaram nos primeiros 10 cnotte s

Os resultados obtidos (Figura 5.1) mostram tambéenog menores teores de carbono
total foram observados no preparo convencional,t@mas as camadas, indicando que a
transformacdo da matéria organica ocorre de manara rapida. Tal fato sugere que estas
areas sao mais suscetiveis a degradacéo do satagja@uoomparadas as dos outros sistemas de
menejo do solo

A reducado do contetudo de carbono no solo nédo se w@camente a diminuicdo da
quantidade de residuos adicionados, mas tambémumento da atividade microbiana,
causada por melhores condi¢cdes de aeracdo, teomaeratis elevada e alternancia mais
frequente de umedecimento e secagem do solo (STEWQRN 1982).

O uso continuo de implementos e as perdas caupatiasrosao que € favorecida no
sistema de manejo convencional, também contribuaa g reducdo do carbono no solo. Por
outro lado, o acumulo de residuos culturais sobselo e de matéria organica nas camadas
superficiais sdo contribuintes importantes parelagem de nutrientes, atividade microbiana,
agregacdo, movimento e armazenamento de agua & tlecgases com a atmosfera
(REICOSKY et al., 1995)Assim, sistemas de manejo conservacionistas, como pldmé&to
e preparo minimopromove aumento do teor de carbono nas camadasfisiai® 0 que
também é complementado pela decomposicédo de (RIDFRAZZA et al., 1999).

Bayer e Mielniczuk (1999) mostraram que o manejsale convencional (aracao e
gradagem) promove maior taxa de decomposicdo dérimairganica e menor adicdo de
residuos. Isso resulta em diferencas na quantidad®rbono orgéanico e nitrogénio total no
solo. Também observaram que a taxa de decompod&@&arbono e nitrogénio no manejo
convencional € o dobro se comparada com o plainétod Essa diferenca entre os sistemas

de manejo do solo nos teores de carbono e nitrogéni de matéria organica na camada
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superficial do solo (0-5 cm) é encontrada desd@roseiros trabalhos com plantio direto
(MUZILLI, 1983; SIDIRAS; PAVAN, 1985), permanecendestrita a esta profundidade ou
chegando até 10 cm, mesmo apoés varios anos danitagd@ do plantio direto (BAYER;

MIELNICZUCK, 1997; BAYER et al., 2000b

5.1.2. Resultado do nitrogénio total

A dindmica do nitrogénio no solo € semelhante acaidono e esta intimamente
relacionada com a desse elemento, sendo um imp®itaticador da qualidade do solo, pois
esta ligado com a capacidade deste em suprir andlendas culturas, sendo o seu déficit
estreitamente relacionado com o0 esgotamento deormarlfacilmente mineralizavel
(GONGCALVES et al., 2001).

Neste estudo, os maiores valores de nitrogéniocolmferam observados na camada
superficial (0—20 cm) e os menores, na de 40—-60eamtodos o0s sistemas de manejo. Isto ja
era de se esperar, pois segundo Cerri (1989) a mpaite de nitrogénio total encontra-se na
superficie do solo em funcdo da decomposi¢cdo déues vegetais das culturas que contém
este elemento em seu tecido; esse pesquisadortencoesultados semelhantes ao realizar
estudos de solos da Bacia Amazobnica. HernandeziHeez e LOpez-Hernandez (2002)
também observaram maior valor de nitrogénio totalselo sob plantio direto, comparado
com 0 manejo convencional, principalmente na camaela0-5 cm, e diminuicdo do
nitrogénio total com a profundidade.

A magnitude das alteragdes do nitrogénio total deépela intensidade do manejo, do
tipo e frequéncia dos implementos, da qualidadeamtifade de fertilizantes e dos residuos
organicos que retornam ao solo (BEARE et al., 199% teores de matéria organica e

nitrogénio total do solo sédo determinantes impd¢esrdo processo de mineralizacao de
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nutrientes no solo. Quanto maior o potencial priedude biomassa do ecossistema, maior é o

aporte de matéria organica do solo, consequentenreaior a quantidade de nitrogénio.

5.1.3. Relacédo C/N

Giacomini (2003) e Nicolardot, Recous e Mary (206@&m que a relacdo C/N tem
sido a caracteristica mais usada em modelos pavama disponibilidade de nitrogénio no
solo durante a decomposicéo de materiais organicos.

Avaliando a matéria organica de solos tropicaisnstidos a adicdo de lodo de
esgoto, em um experimento de longa duracdo, Santak (2006) observou que o lodo de
esgoto apresentou menor razao C/N em relacdo abmsduimicos extraidos do solo, o que
foi atribuido ao fato de que o lodo de esgoto amtasmaior concentracdo de compostos
nitrogenados, quando comparado ao solo.

Através dos resultados obtidos neste estudo ohsese/gue em todos 0s sistemas de
manejo houve um aumento da relagdo C/N na caméataniediaria de 20-40 cm, em relagéo
a camada superficial (0-20 cm), tornando a dimimaircamada de 40-60 cm. Resultados
semelhantes também foram encontrados por Dieko@Bj2@m seus estudos sobre alteragbes
nos estoques de carbono e nitrogénio do solo priomgor sistemas de culturas e adubacéao
nitrogenada em plantio direto. Esse pesquisada@rebs que a relacdo C/N diminuiu a partir
da superficie, onde se concentravam os residupartiaaérea da planta (2,5 — 7,5 cm), tendo
depois um aumento abaixo dessa camada (37,5 —cAY),% tornando a diminuir até a
profundidade de 107,5cm; o que foi atribuido a megtacdo lignina/N e aumento do teor de
argila em profundidade, associado com a maior dela@gssa fracdo fisica na camada de 37,5

— 47,5 cm.
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5.2. RESULTADOS DA ANALISE DE CARBONO TOTAL DAS FRACOEDO

SOLO.

Os resultados mostrados na tabela 5.2, sdo referapenas a camada superficial do
solo (0-20 cm), pois os principais efeitos do mardg solo séo verificados nessa camada e
indicam que na fracdo silte (2-20 pum) se encontraa@r conteudo de carbono, quando
comparados com as outras fracdes de solo. Esteackrss estdo de acordo com alguns
autores, os quais observaram que o contetudo dentaviaria entre as fracdes fisicas do solo,
sendo a fracdo silte a que mais contribui para (8&LESDENT; MARIOTTI, 1987,
CATROUX; SCHNITZER, 1987; MONROZIER et al., 1991tSR ORI et al., 1992).

Segundo Gonzélez-Pérez, (2003), Martin-Neto e{18194a) e Bayer et al. (2002),
com a diminuicdo do tamanho da particula, ocorreaumento na capacidade do solo em
armazenar carbono. Isso se explica, de acordo cbnstéhsen (1992), pela reducdo
observada na relacdo C/N das fracdes granulomg&tropae diminui com a reducdo do
tamanho da particula, o que sugere um grau de ivagéb mais avancado para o carbono
associado as particulas mais finas (areia<siltégadp solo.

Esse mesmo pesquisador afirma que o carbono-aggilana das fragcbes mais
estabilizadas da matéria organica do solo, o quese ao fato dessa fracao ser constituida de
um material mais recalcitrante e, também, pela nmestabilidade quimica e fisica conferida

ao carbono em associacdo com a fase mineral dgGHRISTENSEN, 1992, 1996).



Tabela 5.2 - Valores dg{1as fracdes do solo, em diferentes sistemas

de manejpmfundidade de 0-20cm

Sistemas de mane|d-racoes Gotal
do solo (g/kg™)
Argila 30,4
Silte 32,0
Preparo minimo
Areia grossa 20,8
Areia fina 15,8
Argila 30,3
Silte 31,8
Plantio direto
Areia grossa 16,6
Areia fina 15,5
Argila 24,8
Preparo Silte 29,9
convencional Areia grossa 15,7
Areia fina 12,6

Compostos organicos associados com a fracdo <ilbe nsais estdveis, menos
biodegradaveis e tém maior aromaticidade. Este odmarpento ocorre em razdo dos
agregados com este diametro serem mais estavelcpsido do umedecimento e por serem
constituidos por particulas de pequenas dimen2s28 (m de didmetro) unidas por diversas
substancias cimentantes, como 6xidos, aluminoailce materiais organicos, de tal forma, a
nao serem facilmente rompidos pelas praticas dgsicésto demonstra a importancia da

participacdo do carbono organico como um dos eltyaenrsponsaveis pela estabilizacdo dos

agregados, em especial, para os agregados dedréigetro.

71
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Além disso, espera-se que as formas de carbon@arposgeragir com as particulas
menores estejam mais transformadas, enquanto, aosagregados, o material organico
encontra-se menos alterado (DUXBURY et al., 19B@)tanto, a formacéo de agregados no
solo é a mais provavel razédo da estabilizacdo déarmarganica (STEVENSON, 1994) e os

agregados mais estaveis estdo na fracdo 2-20 mm.
5.3 RESULTADOS DA ANALISE DE FLUORESCENCIA INDUZIDA PORASER

Experimentos de FIL foram realizados, a fim de Istieminformacdes sobre o grau de
humificacdo (H,) das amostras de solo intacto. A proposta de Icéldaste indice de

humificacdo € a raz&o entre o valor a area dadbfo@ncia (AF) e o valor do carbono total

(Cr) presente na amostra de solo inteiro (MILORI et2006), ou sejaH ., =§ . Isso é
T

feito para normalizar a relagéo entre a intensidldemissao e a concentracéo de fluoréforos
presentes na matéria organica da amostra. A adtad@wea sobre a curva de fluorescéncia
(ACF) como parametro para estimativa da humificagibaseia na metodologia para analise
de fluorescéncia de AH em solucdo proposta poriMdbal. (2002), ou seja, o indice de
humificacdo Aes A excitacdo no azul € mais ressonante com asasithumificadas

(MILORI, 2002), por isso foi utilizada neste estumbom FIL.
5.3.1. Amostras de solo inteiro

Os espectros de emisséo de FIL das amostras desdhds inteiros sdo mostrados na
figura 5.2. de maneira geral, a menor intensidaasindal de fluorescéncia foi observada no
sistema plantio direto, na camada de 0-20 cm eadsras nas profundidades de 20-40 cm e

40-60 cm.



73

3 plantio direto plantio convencional 9 preparo minimo

1) 0-20cm |
2) 20-40cm 3,0 4
3) 40-60cm 1

7) 0-20cm
8) 20-40cm
9) 40-60cm

4) 0-20cm 3,0
5) 20-40cm
6) 40-60cm 2,59

emission(u.a)
~
)
1

T T T T T T T T T T T T T T T
480 520 560 600 640 480 520 560 600 640 480 520 560 600 640
A(nm) A(nm) A(nm)

Figura 5.2: Espectros das amostras dos solosadstact diferentes sistemas de plantio e profundidad
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Os espectros de emissdo apresentam comprimentodie em aproximadamente
530nm. Isso indica aumento do numero de nulcleosmaicos condensados e,
consequentemente, de maior humificagdo da matéganiwa humificada, pois os anéis
aromaticos sao os principais fluoréforos presemias substancias humicas. (KALBITZ,
2000; MILLORI et al., 2002). A tabela 5.3 apresengavalores da emissao de Fluorescéncia

Induzida por Laser das amostras de solo.

Tabela 5.3 - dals de emissdo de Fluorescéncia Induzida por Laser

AMOSTRAS SISTEMAS DE MANEJO E ,
AREA
PROFUNDIDADES (cm)
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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Observa-se que os resultados sao coerentes assrapaos pela literatura (BAYER et
al., 2002; MILLORI et al., 2002). Segundo estesgpesadores a intensidade da emisséao de
fluorescéncia com excitacdo na regido do azul eltétamente relacionada com a
concentracdo de radicais livres semiquinonas mediéta técnica de EPR para amostras de
acido humico extraidos do solo. Esta alta correl&céevido ao fato de que a excitacdo neste
comprimento de onda é ressonante com estruturaséquerigem na oxidacdo de grupos
quinonas e fendlicos. Dessa forma, a intensidad#udesscéncia com excitacdo no azul e
proporcional ao grau de humificacdo da matériarocga

Os menores valores observados na camada 0-20 chodesios sistemas de manejo,
devem-se ao grau de humificacdo menos avancadonpsia profundidade ha a presenca de
residuos vegetais e raizes em estagios iniciaidedemposicdo. Observa-se que todas as
amostras apresentam valores superiores de hundificag camada de 40-60 cm, sendo um
indicativo de que a matéria organica presente nastiundidade encontra-se em estagio
avancado de decomposicdo (estabilizacdo da matégi@nica), em comparacdo com as
demais profundidades.

Através da média dos valores obtidos da area do denfluorescéncia e os teores de
carbono total das amostras de solos mostradoshedat&.4, construiu-se o graficorH

(Figura 5.3).
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Tabela 5.4 - Area do sinal de fluores@devidido pelo teor de carbono total

SISTEMAS DE MANEJO E
Ctotal

(kgD AREA (u.a)  Hpi= A/Cootal
PROFUNDIDADES (cm)

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 pmesi do solo submetido ao
sistema convencional apresentaram maior humificagdalecomposicdo preferencial e
acelerada das porcdes mais labeis da MO é induesise sistema de preparo em funcéo do
intenso revolvimento, resultando assim num incremezlativo de estruturas recalcitrantes.

Por outro lado, os sistemas plantio direto e peepanimo, sendo conservacionistas,
contribuem para a manutencdo da matéria organicauparficie e, ap0s varios anos,
provavelmente para o aumento da capacidade devsmio de nitrogénio do solo, nutriente

mais limitante ao rendimento da maioria das graasf8ANTOS; TOMM, 2003).
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PD - Plantio Direto
PC - Preparo Convencional
PD - Preparo Minimo

H., (u.a)
(o]

0 } } } } } } } }
0-20PD 0-20PC 0-20PM 20-40PD 20-40PC 20-40PM 40-60PD 40-60PC 40-60PM

Amostras

Figura 5.3 - Valores dedq obtidos para todas as amostras de solo sob diésreistemas de
manejo

Resultados semelhantes foram obtidos por espeopiasade fluorescéncia em
amostras em solucdo por Bayer et al. (2002), deemamue a intensidade do sinal de
emisséao de fluorescéncia foi maior no solo sobgseponvencional, indicando a presenca de
maior quantidade de estruturas aromaticas condas.sad

Milori et al. (2006) também encontraram menor sthalfluorescéncia e indicerH
para solos manejados sob plantio direto aquelepraparo convencional, principalmente nas
camadas até 10 cm de profundidade. Tais resultaddsem foram coerentes com os obtidos
por esses mesmos pesquisadores por fluorescéncisoamao de acidos humicos e
demonstram a natureza mais labil da matéria org&mc solos sob plantio direto, causada
possivelmente pela presenca de estruturas vegetdiacao particulada. Isso ndo ocorre em

solos sob preparo convencional, pois estes possu&@ria organica cuja natureza € mais
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recalcitrante em funcédo da decomposicdo acelerguaferencial das estruturas mais labeis,
indicando melhor qualidade dos solos sob plantietali

De acordo com Christensen (1992), o acumulo dgdréeve € influenciado pelo uso
da terra, tipo de vegetacdo e outros fatores qgueeaal o balanco entre a producédo e a
decomposicao da matéria organica.

A maior concentracdo de estruturas aromaticas tm sub preparo convencional
deve-se a sua maior recalcitrancia ao processocedentposicdo oxidativa, como também
explicado por Martin-Neto et al. (1994b) com retagé efeito do cultivo do solo.

Estes resultados expressam a influéncia do prepamwencional em aumentar a
recalcitrancia da matéria organica do solo, exprgeta presenca de estruturas de natureza

aromética (RIFFALDI; SCHNITZER, 1972).

5.3.2 Resultados da analise de FIL das fracGes do solo

Existe uma estreita relacdo entre a matéria orgéei@ fracdo mineral do solo,
formando complexos organo-minerais (SCHNITZER, }98&sim, o fracionamento fisico
do solo tem mostrado ser uma excelente alternatiarocedimento quimico convencional e
ferramenta Gtil no estudo qualitativo da matérigadaica do solo, revelando diferencas tanto
na estrutura como na dindmica da matéria orgamjuando esta se encontra ligada as
particulas de diferentes tamanhos (FELLER; BEARI®,71 STEVENSON, 1982).

As técnicas espectroscopicas, especialmente asa®pdi de ressonancia magnética
nuclear e eletrénica vém sendo muito utilizadass ptravés dessas técnicas os indices de
humificacdo obtidos permitem a avaliacdo do grahuteificacdo das substancias humicas.
Neste estudo foi utilizada a técnica da FIL parangjticar as fracbes da matéria organica do

solo. Os resultados obtidos através da FIL paramasstras de solo, por tamanho de
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particulas, sdo mostrados na tabela 5.5 e indig¢ar thamificacdo na fracdo areia fina (20-

53um), em todos os sistemas de manejo do solo.

Tabela 5.5 - Valores de FIL para fragcdes do soloamada de 0-20 cm

Sistemas de Tamanho de particula Média (u.a)
manejo

argila 0-2 163,79
PM silte 2-20 234,52
areia fina 20-53 313,86

areia grossa 53-100 229,21
argila 0-2 191,78
PD silte 2-20 249,41
areia fina 20-53 319,74

areia grossa 53-100 257,32
argila 0-2 161,07
PC silte 2-20 267,25
areia fina 20-53 396,37

areia grossa 53-100 250,54

u.a = unidade arbitraria

O aumento da aromaticidade da matéria organicdrag8es 2-2Qum e 20-53um,
principalmente com o revolvimento do solo, reflatedecomposicéo preferencial de fracdes
alifaticas da matéria organica, devido a maior liftele de decomposicdo pelos
microorganismos do solo.

Na fracdo < 2um, onde ndo ocorreram alteracdes significativaaroenaticidade da
matéria organica, sua decomposicdo € menos infhgancpela aromaticidade, sendo
provavelmente a sua interagdo com a fragdo mindedbr determinante da sua estabilidade.

Muitos trabalhos tém mostrado que as concentragl@escarbono associado as
particulas de tamanhos diferentes do solo sdodafetde forma diversa quando o teor total de
carbono do solo muda. Isso indica que a matérianicg do solo tem periodos diferenciados
de “turnover”, dependendo da particula a qual eliiga (CERRI et al., 1985).

Os valores de humificacdo das fracdes do solo sd&trados nos diagramas das

figuras 5.4 e 5.5.
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Figura 5.4 — Diagrama representat&@nohissédo de FIL das fragcdes do solo.

Os menores valores de humificacdo foram observaddsacao argila, em todos os
sistemas de cultivo.

Esses resultados estdo de acordo com alguns fadedana literatura, sendo exemplo
um estudo feito por Freixo, (2000) onde, em arehssistema de plantio direto (com maior
aporte de MOS), quando comparadas a areas conresavido (menor entrada e maior
decomposicdo de MOS), foram obtidos maiores tedeesarbono-areia e carbono-silte, na
condicdo de maior armazenamento de MOS, enquantteayes de carbono-argila nao

variaram nos dois sistemas de manejo avaliados.
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Figura 5.5 - Diagrama representativo dos indicesutheificacdo obtido por FIL para fragdes por
tamanho de particulas do solo.

Os compostos organicos associados a argila saolah&is, tém mais constituintes
alifaticos e incluem mais residuos bioquimicos idalssa microbiana. Substancias himicas
mais alifaticas provavelmente contribuem para mefosmacédo de radicais livres de
semiquinonas os quais, segundo Riffaldi e Schn{iZr2), sdo formados a partir da remocéao
de hidrogénio (H) dos grupos hidroxilas (OH) dasois; entdo quanto maior a concentracao
de fendis no material de origem maior serd a cdrego de spins nos acidos humicos
formados a partir deles. Segundo Schnitzer e Kh@rRg), os maiores niveis de radicais livres
semiquinona estao presentes em amostras de frdg@edo com tamanho menor quesn,
correlacionando com baixas razées C/N, as quaissidmassociadas a amostras com maior

grau de humificacao.
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Na figura 5.6 os resultados mostram que os simafiidrescéncia, de todas as fracbes
de solo, provavelmente tém sua origem nas molédalssneéis aromaticos ligados a sistemas

conjugados, grupos quinonas e sistemas ciclicos.
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Figura 5.6: espectros de fluoras@edas fra¢des do solo.

Gonzales-Pérez, (2004) realizando estudos em umsd@b Vermelho Amarelo,
inteiro e de suas fracdes, através da fluorescéndiszida por laser, observou sinais de
fluorescéncia em aproximadamente 510 nm, com al@nsidade para fracbes do solo,
indicando presenca de grupos de menor peso malebldaolo que estudamos foi observado
comprimento de onda em aproximadamente 528 nm,eopgavavelmente se deve a uma
maior humificacdo, pois 0 espectro de emissdo uerdscéncia tende para mudanca em
direcdo a longos comprimentos de ondas quando uladluorescentes tornam-se mais

condensadas (ZSOLNAY et al., 1999).
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Para se comprovar que a fluorescéncia observada@raniente da matéria organica,
realizou-se dois testes: um com amostras calcinet@¥C) de solo sob sistema plantio
direto e outro com todas as amostras submetidasaaniento com agua oxigenada@h). Os

resultados podem ser observados através dos espéetFIL mostrados na figura 5. 7.

solo inteiro (0-20cm)
30 HO, 357

solo inteiro2 (20-40cm)

emissdo

T T T T T T T T T T —— ———— —— —— ——
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660
comprimento de onda comprimento de onda

solo inteiro3 (40-60cm)
404 —H_0,
700°C

emissdo

: T T T T T T T T T T
460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660
comprimento de onda

Figura 5.7 - Epectro de FIL para amostras deistéiro, lavado com pD, e calcinado, sob
sistema plantio direto na camada de 0-20 cm.

Através dos espectros observa-se que ainda haden#éilorescéncia nas amostras
submetidas a tratamento com@4. Isso se deve ao fato de que essas amostras o fo
suficientemente tratadas com@®4, havendo a necessidade de se fazer um tratamex$o m
efetivo. Nao obstante, pode-se observar uma bresicegdo na linha do sinal de fluorescéncia
desses espectros e o total desaparecimento dadsirilaiorescéncia com tratamento térmico
(700°C), o que vem confirmar os resultados obtigos Milori et al.,, (2006). Estes
pesquisadores, utilizando esta mesma técnica cdos sla regido do Cerrado brasileiro,
concluiram que os sinais observados indicavam sepga de matéria organica nas amostras

desse solo.
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CAPITULO 6

CONCLUSOES

Na superficie, o plantio direto possui a menor ligagdo da MOS em comparagéo
com o plantio convencional e preparo minimo;

A maior humificacdo foi observada em profundidaai@sores para todos os sistemas
de manejo do solo.

Para as fragcbes da camada superficial do solo (@®20analisadas, os resultados
indicaram maior humificacdo na fracdo areia fin@-%3 um) e o menor na fracéo
argila (< 2um), em todos os sistemas de manejo do solo.

A Espectroscopia de FIL, proposta para avaliaran gie humificagdo da MO de solos
intactos, pode ser utilizada por ser uma técnigiadasade eficaz, sem que haja a
necessidade de se tratar quimicamente as amostreslal e por fornecer resultados
coerentes acerca do grau de humificacdo da mategémica do solo. Por isso, essa
técnica apresenta um grande potencial para artddiseatéria organica em condicdes

muito proximas as naturais.
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