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RESUMO

No processo de beneficiamento do xisto em Sdo Mateus do Sul, PR, executado
pela Unidade de Negdcios do Xisto, sdo gerados varios subprodutos sdlidos, tais
como, o xisto retortado (XR), finos de xisto (FX) e calcario de xisto (CX). Neste
sentido, o Projeto Xisto Agricola (convénio de cooperacéao técnica entre Embrapa
Clima Temperado, Petrobras/SIX, IAPAR e UFPR) tem como focos principais a
eficiéncia agrondmica, a seguranca ambiental e a seguranca alimentar do uso dos
subprodutos do xisto (materiais alternativos de baixo custo) na agricultura. Deste
modo, o entendimento das possiveis mudangas na matéria organica do solo
(MOS) advindas da adi¢cao dos subprodutos solidos do xisto ao solo € de grande
relevancia para intensificar o conhecimento sobre o uso eficiente destes materiais,
do ponto de vista da eficiéncia agronébmica e da seguranga ambiental. Assim, as
substancias humicas foram extraidas de solos de diferentes regides do Brasil
condicionados com subprodutos sdlidos da industrializagdo do xisto: Paraiso do
Norte (PR), Estagdo Terras Baixas (RS), Cerrado e Sdo Mateus do Sul (PR). As
fracbes das SH (AF, AH e HU) foram caracterizadas utilizando as técnicas
espectroscopicas de FTIR, DRUV-Vis, EPR e EFM. Os resultados mostraram que
as diferengcas nos espectros obtidos pelas técnicas espectroscépicas e pelas
analises fisico-quimicas sao principalmente devidas a diferente classificacdo dos
solos. Através da PCA verificou-se que ndo houve discriminagdo dos grupos em
relacdo ao tratamento que as amostras foram submetidas, houve apenas
discriminagdao das amostras devido as diferentes classificagdes dos solos (o que
também foi observado por FTIR através das bandas nas regides de 3700-3440,
2000-1890 e 1100 cm™, referentes a estruturas inorganicas e as bandas em 2930,
2850, 1720 e 1640 cm’', referentes a estruturas organicas). Os AH apresentaram
maior incremento organico observado por FTIR, DRUV-VIS e EPR, também maior
valor de concentragdo de radicais livres organicos quando comparados com as
HU, como ja esperado.

Palavras-chave: xisto, acido humico, EPR.



ABSTRACT

In the oil shale processing in Sdo Mateus do Sul, PR, performed by OQil
ShaleBusiness Unit, various solid byproducts are generated, such as the retorted
shale (XR), oil shale fines (FX) and calcareous shale (CX). In this sense, the Slate
Agricultural  Project (technical cooperation agreement between Embrapa
Temperate Climate Petrobras / SIX, IAPAR and UFPR) has as its main focus the
agronomic efficiency, environmental safety and food safety of the use of by-
products of shale (alternative low costmaterials) in agriculture. There by, the
understanding of the possible changes in soil organic matter (SOM), resulting from
the addition of solid byproducts shale soil, is highly relevant to enhance the
knowledge about efficient use of these materials from the point of view of
agronomic efficiency and environmental safety. Thus, humic substances (HS)
were extracted from soils from different regions of Brazil, conditioned with solid
byproducts of oil shale’s industrialization: Paraiso do Norte (PR),
EstacaoTerrasBaixas (RS), Cerradoand Sao Mateus do Sul (PR). The fractions of
SH (AF, AH and HU) were characterized using FTIR, DRUV-Vis, EPR and EFM
spectroscopic techniques. The results showed that the differences in the spectra
obtained by spectroscopic techniques and by physical and chemical analysis are
mainly due to different soil classification. Through PCA it was observed that there
was no groups discrimination regarding the treatment the samples were submitted,
there was only samples discrimination due to different classifications of soils
(which was also observed by FTIR through the bands in the regions of 3700-3440,
2000-1890 and 1100 cm™, related to inorganic structures, and the bands 2930,
2850, 1720 and 1640 cm”, related to organic structures). The AH had higher
organic growth observed by FTIR, DRUV-VIS and EPR, and also higher organic
free radicals concentration value when compared with HU, as expected.

Keywords: oil shale, humic acid, EPR.
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1 INTRODUGCAO

A necessidade de preservar o meio ambiente tem estimulado o
aproveitamento, como fertilizantes e/ou condicionadores de solo, dos mais
variados tipos de residuos sélidos, gerados em atividades agroindustriais ou
urbanas, proporcionando também retornos econémicos e melhoria na qualidade
do solo (TEDESCO et al., 1999).

No processo de beneficiamento do xisto em Sdo Mateus do Sul, PR,
executado pela Unidade de Negdcios do Xisto - PETROBRAS sao gerados varios
subprodutos liquidos e sélidos, tais como, agua de xisto (AX), o xisto retortado
(XR), finos de xisto (FX) e calcario de xisto (CX). O CX apresenta potencial como
corretor da acidez do solo e os demais citados como fonte de nutrientes em
formulacoes fertilizantes. Estes subprodutos podem ser utilizados como substrato
para producdo de mudas, matérias-primas para a formulagcdo de fertilizantes
liquidos foliares e de fitoprotetores, ou como matéria-prima para formulagcdes de
fertilizantes solidos. Além disso, um dos possiveis potenciais de uso destes
materiais na agricultura seria o incremento na matéria organica do solo (MOS)
(ALBA, 2010).

Neste sentido, o entendimento das possiveis mudangas da matéria
organica do solo (MOS) advindas da adigdo dos subprodutos sélidos do xisto ao
solo é de grande relevancia para intensificar o conhecimento sobre o uso eficiente
destes materiais, do ponto de vista da eficiéncia agrondmica e da seguranca
ambiental.

A MOS interage com um grande numero de componentes do solo, pois é
considerada um dos indicadores mais importantes de qualidade do solo. Sob o
ponto de vista quimico, a matéria organica interage com o solo afetando a
capacidade de troca cationica (CTC) pela geracao de cargas do material organico
humificado, aumentando a disponibilidade de nutrientes as plantas, além de
interferir no pH, poder tampao, sorcédo de pesticidas e outros agroquimicos
(BRONICK; LAL, 2005).

A comprovacdo da MOS em aumentar a capacidade produtiva dos solos,
em particular, em solos tropicais, tem incentivado o desenvolvimento de

pesquisas visando melhor entendimento da sua dindmica, especificamente de
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suas fracbes estaveis, denominadas de substéncias humicas (SHs). As SHs
podem ser entendidas como produtos das transformagdes quimicas e biolégicas
dos residuos vegetais e animais, assim como da atividade dos micro-organismos
do solo. Contudo, os conhecimentos sobre suas origens e processos de
humificacdo, em diferentes sistemas de cultivo e ecossistemas, ainda séao
hipotéticos, principalmente no que se refere a estrutura fisico-quimica e o
potencial de retencao de nutrientes.

O fracionamento quimico da matéria organica do solo (MOS) é utilizado
para avaliar os teores de carbono (C) nas diferentes fragdes humicas do solo. As
substancias humicas (acido fulvico (AF), acido humico (AH) e humina (HU)) fazem
parte da matéria organica do solo e representam mais de 80 % do C presente no
solo sendo diferenciadas pela cor, massa molecular, grupos funcionais
(carboxilicos, fendlicos, etc.) e grau de polimerizagcdo (STEVENSON, 1994).
Devido a sua grande reatividade, apresentam envolvimento direto na maioria dos
processos fisicos, quimicos e biolégicos que ocorrem no solo (CANELLAS et al.,
2008). Assim, este fracionamento quimico da MOS permite a separagao destas
fracdes humicas, que, apods serem purificadas, podem ser caracterizadas quanto
a composicao quimica e quanto ao aspecto molecular proporcionando assim,
maior entendimento da dindmica da mesma no solo (GUERRA e SANTOS, 1999;
SENESI e BRUNETI, 1996).

A caracterizagdo das substancias humicas (SH) por meio de técnicas
espectroscopicas tém gerado importantes resultados que auxiliam na avaliagcao
da qualidade do solo, sob diferentes aplicagbes de residuos organicos, buscando
o melhor entendimento de sua natureza quimica e, consequentemente, dos
mecanismos que governam sua estabilidade no ambiente (MAIA et. al., 2012;
SANTOS et. al.,, 2013; BUSATO et. al., 2012).

Varias técnicas tém sido usadas na identificagdo de componentes das
substancias humicas, tais como: Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Espectroscopia no Ultravioleta (UV),
Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR), Difracao de
Raios-X (DRX) e Espectroscopia de Fluorescéncia Molecular (EFM)
(FASSARELLA et al., 2012).

Visando a possibilidade de dar um destino seguro e economicamente

viavel aos subprodutos solidos da industrializacdo do xisto produzidos na regido
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de Sao Mateus do Sul, PR, este trabalho objetivou avaliar possiveis alteragdes da
matéria organica do solo em solos condicionados com subprodutos sélidos da
industrializacdo do xisto e em substancias humicas extraidas dos mesmos,

através de analises quimicas, espectroscopicas e quimiométricas.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1XISTO E OS SUBPRODUTOS DA SUA INDUSTRIALIZACAO

As principais reservas de xisto encontram-se nos seguintes paises que se
destacam pela quantidade desse recurso: Canada, Estbnia, China, Russia,
Australia, Brasil, Estados Unidos, Jordania, Zaire, Marrocos e Italia. As dimensdes
dessas reservas abrangem desde pequenos acumulos até depdsitos gigantescos,
como o da formagao Green River, no oeste dos Estados Unidos, cujas estimativas
indicam a existéncia de 213 bilhdes de toneladas de 6leo de xisto (DYNI, 2003).

A segunda maior reserva do Xxisto conhecida no mundo, denominada
Formacé&o de Irati, encontra-se no Brasil e sua exploragéo teve inicio em 1970.
Esta abrange os estados de S&o Paulo, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do
Sul, Mato Grosso do Sul e Goias. A Unidade de Negécio da Industrializagdo do
Xisto, da Petrobras, esta localizada em Sao Mateus do Sul, a 140 quilémetros de
Curitiba. Este o6rgao operacional da Petrobras desenvolveu o processo de
extracdo do oleo por pirdlise da rocha, sendo que este processo recebeu o nome
de Petrosix. Hoje, esse processo é reconhecido mundialmente como o mais
avancado no aproveitamento industrial desse minério (PIMENTEL et al., 2008).

O folhelho pirobetuminoso, o xisto, € uma rocha de origem sedimentar
resultante da decomposicdo de matérias minerais e organicas no fundo de
grandes lagos ou mares interiores. Agentes quimicos e microorganismos
transformam a matéria organica em um complexo organico de composigao
indefinida, denominado betume e querogénio (FIGURA 1), que, quando

submetido a altas temperaturas produz 6leo, agua, gas e um residuo solido
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contendo carbono (YEN e CHILINGAR, 1976; PIMENTEL et al, 2010). Esse
aquecimento é conhecido por pirdlise ou retortagem.
A FIGURA 1 mostra a composicdo de uma rocha sedimentar, como é o

caso do Xisto, que possui uma parte mineral e outra organica.

querogénio

(B)

FIGURA 1 — COMPOSICAO DE UMA ROCHA SEDIMENTAR DE XISTO: A) MATRIZ
MINERAL/MATERIA ORGANICA E B) PARTE ORGANICA.

Na Unidade de Industrializacdo do Xisto, Petrosix, sado extraidos
diariamente, aproximadamente 7800 toneladas de xisto. O xisto desta area de
exploragdo € encontrado, nas minas, em duas camadas: a camada superior de
xisto de 6,4 metros de espessura, com teor de 6leo de 6,4 % e a camada inferior
com espessura de 3,2 metros e teor de 6leo de 9,1 %. Entre estas duas camadas
existem a camada de rocha carbonatada, chamada de calcario de xisto (FIGURA
2). Atualmente, das 7800 toneladas de xisto processadas por dia, sdo geradas,
diariamente, cerca de 480 t de 6leo combustivel, 90 t de nafta industrial, 120 t de
gas combustivel, 75 t de enxofre elementar e 300 m> de agua de xisto (AX)
(PETROBRAS, 2013); sendo que deste processo também sdo gerados
subprodutos soélidos nas seguintes quantidades: 6600 t de xisto retortado (XR),
1500 t de finos de xisto (FX) e 8000 t de calcario de xisto (CX) (SHEER et al.,
2009).
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SOLO VEGETAL
ARGILA

" ROCHA - SILTITO
CAMADA SUPERIOR DE XISTO

CAMADA INTERMEDIARIA - CALXISTO

CAMADA INFERIOR DE XISTO

FIGURA 2 — FOTO DA MINA DE XISTO PIROBETUMINOSO EM SAO MATEUS DO SUL,
PARANA.

O calxisto (CX) & uma rocha carbonatada, originada de material
precipitado por agentes quimicos. E encontrado na Bacia Sedimentar do Parana —
Formagéao de Irati, e se situa, segundo a coluna estratigrafica dessa formacgao,
imediatamente abaixo da primeira camada de xisto (2% 3% e 42 lentes com
espessura na ordem de 15 a 20 cm). Estas lentes ndo apresentam teor de dleo
adequado ao processamento e sado consideradas estéreis. O alto poder de
carbonatos impede sua utilizagdo na industria de tijolos, pois o célcio contido nos
carbonatos ndo reage com a silica, este subproduto vem sendo atualmente
utilizado para corrigir a acidez do solo, (PETROBRAS, 2011).

Os finos de xisto (FX), também obtido apds a mineragao, sao fragmentos
da rocha de xisto, menores do que 1,27 cm, originados em dois estagios dentro
da extragcao e do processamento do xisto: a) na mina, devido a fragmentagao do
minério através do desmonte do xisto com explosivos € manuseio com
escavadeiras e b) no tratamento do xisto através de britagem, lavagem e
empilhamento do xisto antecedendo a producdo do 6leo. Esse material ndo é
aproveitado para a produgéo de 6leo, gas e demais derivados devido unicamente
a granulometria menor do que a desejada no processo empregado. No caso do
Projeto Xisto Agricola esse material € britado em moinho de martelo, para
tamanho de fragmentos menores do que 0,84 mm e é realizado o peneiramento

do material adequando sua natureza fisica a legislagéo para uso na agricultura.
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Este subproduto é utilizado como combustivel ou matéria prima de ceramicas
(PETROBRAS, 2011).

O Xisto retortado (XR) é constituido de um complexo orgéanico (betume e
querogénio) que se decompdem pela acdo do calor. Nesse processo, uma parte
vaporiza da rocha—mae na forma de hidrocarboneto gasoso (inclusive o gas
hidrogénio) e a outra parte (XR) é o residuo sdlido que ainda contém uma fragao
da matéria orgéanica (carbono residual), que pode ser aproveitado por meio da
combustao, pelo alto poder energético, (PETROBRAS, 2006). O XR apresenta
estrutura lamelar, com argilominerais aluminossilicatos como principais
constituintes (MIOTTO e MACHADO, 2006; PIMENTEL et al., 2006), além de
elevado teor de silicio, entre outros elementos minerais essenciais as plantas.
Essas caracteristicas podem viabilizar sua aplicagédo na agricultura, como
condicionador de solo (PEREIRA e VITTI, 2004).

2.2USO AGRICOLA DOS SUBPRODUTOS SOLIDOS DA INDUSTRIALIZAGAO
DO XISTO.

O Brasil € um pais que se caracteriza por apresentar alta dependéncia
externa por insumos usados na fabricagdo de fertilizantes. A elevada
disponibilidade de subprodutos do processamento do xisto e a composi¢cao
quimica desta rocha possibilitou o uso agronémico destes subprodutos como
matérias-primas na formulagdo de fertilizantes sdlidos, liquidos e fitoprotetores
(PEREIRA et al. 2009), vindo de encontro as necessidades do mercado de
fertilizantes, especialmente para uso em sistemas de produgao sustentaveis,

Desde 2005, a Embrapa Clima Temperado que desenvolve o Projeto Xisto
Agricola em parceria com a Petrobras e outras instituicbes de pesquisa, tem
caracterizado quimicamente o calcario de xisto (CX), agua de xisto (AX), finos de
xisto (FX) e xisto retortado (XR), constatando-se a presenga de macro e
micronutrientes essenciais ao desenvolvimento das plantas em quantidades
consideraveis.

Testes de campo e em casa de vegetagdo, ao longo dos ultimos anos,

comprovaram a eficiéncia agrondbmica e a seguranga ambiental e alimentar no
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uso destes insumos na agricultura em diferentes sistemas de producéao e regides
do pais (PEREIRA et al. 2009).

Cogo et al. (2009) caracterizaram por espectroscopia de ressonancia
paramagnética eletrénica (EPR), amostras de Finos de Xisto, Calcario de Xisto e
Xisto Retortado oriundas da formacao de Irati — Bacia do Parana, verificando a
presenca de ions Fe**, Mn?* e radicais organicos livres em todas as amostras.

Empregando analises por Fluorescéncia de Raios X (XRF) de amostras
de XR de Sao Mateus do Sul, PR, Nicolini et al. (2011) verificaram a presenga de
quantidades (inferiores a 0,4 g kg™') dos elementos P, Zr, Sr, Rb, Pb, Ni, Mn, Y,
As, Zn, Ba, ClI, Cr e Cu na forma de oxidos.

A atividade agricola pode se tornar inviavel devido aos impactos ambientais
negativos e o alto custo gerado pelos fertilizantes sintéticos (STARK e REDENTE,
1990). Nesse sentido, os subprodutos sdlidos da industrializacdo do xisto (XR, CX
e FX) por apresentarem baixo teor de metais pesados (XISTO AGRICOLA, 2006)
e efeito positivo sobre as culturas estudadas, representam a viabilizagao de
métodos alternativos para a fertilizacdo dos solos. No entanto, existem ainda
poucos trabalhos sobre esta tematica e se faz necessaria a intensificagdo desses
estudos. Neste sentido, o entendimento das possiveis mudancas da matéria
organica do solo (MOS) advindas da adigdo dos subprodutos sélidos do xisto ao
solo é de grande relevancia para intensificar o conhecimento sobre o uso eficiente
destes materiais, do ponto de vista da eficiéncia agrondmica e da seguranga

ambiental.

2.3MATERIA ORGANICA DO SOLO (MOS)

A matéria organica € um componente fundamental na qualidade dos
sistemas agricolas, devido ao fato do seu conteudo e sua qualidade serem os
mais importantes fatores que mantém a fertilidade dos solos e a sustentabilidade
dos agroecossistemas (REEVES, 1997).

Existem varias definicdbes para a matéria organica do solo (MOS). De
acordo com a Encyclopedia of Soil Science (2006), a definicdo para a mesma

consiste em todos os derivados de materiais vegetais e animais na forma viva ou
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nos varios estagios de decomposigao, incorporados ao solo ou dispostos sobre
sua superficie, mas exclui-se a parte aérea das plantas. Segundo Dick et. al.
(2009), o conceito de matéria organica do solo, por ainda n&o estar
consensualmente definido € um tema de discussao na comunidade cientifica, pois
autores ou grupos de pesquisas demonstraram entendimentos distintos do que
seja a MOS. De acordo com Abbruzzini (2011) a matéria organica do solo
apresenta-se como um sistema complexo de substancias, no qual a dindmica é
governada pela adicdo de residuos organicos de diversas naturezas e por uma
transformacao continua sob acao de fatores biolégicos, quimicos e fisicos.

A matéria organica desempenha diversas fungdes no solo, tais como
condicionador do solo, fonte de nutrientes, substrato para a atividade microbiana,
tampdo de pH, retentor de xenobibdticos e ions em niveis téxicos, e maior
determinante da sustentabilidade da atividade agricola (SCHNITZER, 1982).

Em solos minerais, a MOS representa aproximadamente 5 % dos
componentes solidos (SILVA et al., 2008), porém ela é responsavel por cerca de
70-80 % da capacidade de troca de cations (CTC) em solos tropicais. A
quantidade elevada de cargas negativas dos grupos carboxilicos e fendlicos
presentes nos acidos humicos e fulvicos aumentam a CTC (MALAVOLTA, 1967).

A possibilidade de adsor¢cdo de moléculas orgénicas em solos ricos em
argila ou silte € maior, o que favorece sua polimerizagéo e transformagdo em
compostos humicos de elevado peso molecular (ANDREUX e BECERRA, 1975).
Silva et al. (1997) observou relagdes carbono/nitrogénio (C/N) na matéria organica
associada a fragao argila com valores muito proximos aqueles do humus,
indicando maior polimerizagdo nessa fragao textural do solo, quando comparada
com a fracao areia. Um detalhe interessante é que os solos apés desmatamento
apresentam baixo teor de argila e tendem a perder mais rapidamente a matéria
orgénica do solo por oxidagao.

A MOS pode ser dividida em dois grupos principais: as substancias nao
humicas e as substancias humicas (SH). O primeiro grupo representa cerca de 10
a 20% da MO total. Sdo constituidas de moléculas de baixa massa molar e de
caracteristicas quimicas bem definidas, tais como carboidratos, proteinas,
aminoacidos, gorduras, resinas, pigmentos, acidos graxos e acidos organicos. O
segundo grupo é classificado como sendo o principal componente da MO (80-90
%) e esta onipresente nos diferentes ambientes (KONOVA, 1966; SCHNITZER e
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KHAN, 1972). As SH desempenham importante papel no fornecimento de
nutrientes as culturas; na retencdo de cations; na complexacdo de elementos
téxicos e de micronutrientes; na estabilidade de agregados, a qual interfere na
infiltracao, retencao de agua e aeracao do solo; e por influenciarem na atividade e
biomassa microbiana. Assim, as fragcdes humicas constituem-se em componente
fundamental da capacidade produtiva dos solos (BAYER; MIELNICZUCK, 1999).

2.4SUBSTANCIAS HUMICAS (SH)

As substancias humicas (SH) originam-se da degradagdo de residuos
vegetais e animais e da atividade sintética de microorganismos (SCHNITZER e
KHAN, 1972; STEVENSON, 1994). Apresentam coloragdo escura (marrom ou
preta), estrutura complexa com propriedades ainda n&o definidas, carater
hidrofilico e alta estabilidade, se comparadas com as substancias ndo humicas
(KONOVA, 1966; SCHNITZER e KHAN, 1972).

As substancias humicas podem ser separadas quimicamente segundo a
sua solubilidade e reatividade, o que de certo modo, depende do tamanho de
suas moléculas (TABELA 1). Séo classificadas em acido fulvico (AF), acido
huamico (AH) e humina (HU). O AF é a fragao soluvel a qualquer faixa de pH
(CANELLAS et al,, 2001). A fracdo AH é soluvel apenas em meio alcalino
(BARRIQUELO, 2005; DICK; MARTINAZZO, 2006), mas insoluvel em meios
fortemente acidos em decorréncia da protonagédo de seus grupos funcionais que
ocasionam o colapso da estrutura e conseqlente precipitacdo de suas
macromoléculas (CANELLAS et al., 2000). A fragdo de HU é composta por
estruturas mais hidrofébicas e, portanto, insoliveis em meio aquoso, sendo
composta também por compostos intimamente ligados a fase sélida mineral, que

nao sao extraidos com solugéo de NaOH (DICK et al., 2003).

TABELA 1 - ALGUMAS PROPRIEDADES QUIMICAS IMPORTANTES DAS
DIFERENTES FRACOES DAS SH.
PROPRIEDADES | ACIDO FULVICO | ACIDO HUMICO HUMINA
Peso molecular (D) 640 — 5000 10000 — 100000 >100000
CTC (cmolskg™) ~1400 ~500 <500

FONTE: adaptado de BENITES et al. (2003)
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Mangrich (2001) ressalta que o conhecimento das estruturas quimicas das
substancias humicas é essencial para entender a sustentabilidade dos diferentes
sistemas agricolas, o ciclo global do carbono e a lixiviagdo de espécies quimicas,
que causam poluigdo das aguas e empobrecimento do solo.

Cunha et al. (2001) destacaram a importancia do conhecimento das
fracdes humicas, pois demonstram boa sensibilidade as perturbacdes causadas
pelos sistemas de uso das terras. Nesta ética, analisar a distribuicdo destas
fracdes em areas de encostas € importante para buscar a sustentabilidade destes
ambientes, ja que as substancias humicas constituem quase a totalidade da MOS
e desempenham papel importante na reatividade quimica do solo (STEVENSON,
1994).

De acordo com Jones e Bryan (1998), sdo macromoléculas que tem uma
aparéncia escura, estruturalmente complexas, acidas e geralmente heterogéneas.
Séao constituidas de carbono, oxigénio, pequenas quantidades de nitrogénio e
ocasionalmente fésforo e enxofre.

A caracterizacao estrutural das SH tem sido objeto de estudos de inumeros
pesquisadores. Ainda hoje ndo existe um modelo estrutural para as substancias
humicas que explique totalmente a composi¢cdo quimica, a estrutura, a forma e o
tamanho, sendo que os modelos existentes geram controvérsia e discussdes
(KONOVA, 1966; SCHNITZER, 1978, SCHULTEN e SCHNITZER, 1993;
GIOVANELA, 2003). Essa variedade de definigdes € conseqiiéncia da natureza
complexa das SH e principalmente devido ao fato dessas substéncias néo
constituirem uma classe definida de compostos, mas um grupo dindmico de
compostos heterogéneos que mudam constantemente com o tempo e conjuntura
ambiental.

As SHs sao compostas por uma combinagcado de diferentes compostos
como: aminoacidos, carboidratos, lipidios, monoaromaticos, poliaromaticos,
fendis, polifendis, acidos benzenocarboxilicos, acidos carboxilicos alifaticos,
acidos graxos e alcanos, (KONOVA, 1966; SCHNITZER, 1978). Deste modo,
obtém-se estruturas tridimensionais diversas, de caracteristicas quimicas
distintas, dependendo do seu grau de humificagdo. As estruturas apresentadas na
literatura (FIGURAS 3 e 4) sédo consideradas apenas como tentativas para a
obtencgao da estrutura das SH (RASHID, 1985).
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FIGURA 3 — ESTRUTURA DA MOLECULA DE AH PROPOSTA POR KONOVA (1966): 1)
ANEL AROMATICO DERIVADO DE DI E TRI-HIDROXIFENOL; 2)
NITROGENIO EM FORMAS CICLICAS; 3) RESIDUOS DE AMINOACIDOS;
4) RESIDUOS DE CARBOIDRATOS.
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FIGURA 4 — ESTRUTURA QUIMICA PARCIAL DE AF PRPOSTA POR SCHNITZER
(1978).

Baseados em uma variedade de técnicas e analises, Schulten e Schnitzer
(1993) propuseram uma estrutura para o acido humico, incorporando varias
porcdes alifaticas (FIGURA 5).
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FIGURA 5 — ESTRUTURA PRPOSTA POR SCHULTEN E SCHNITZER (1993) PARA O
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Este modelo proposto por Schulten e Schnitzer (1993) apresenta longas
cadeias alifaticas, grupos OH de fendlicos livres e ligados e estruturas de quinona,
O oxigénio esta presente na forma de carboxilas, hidroxilas fendlicas e alcodlicas,
carbonilas, éster, éter. A composicao elementar da estrutura do acido humico é
C308H328000Ns.

Atualmente dois modelos tentam explicar as substancias humicas, sendo
eles: i) Macromolecular- neste modelo as variagdes conformacionais das SH séo
similares aquelas observadas nas macromoléculas bioldgicas (FIGURA 6a) como,
proteinas, polissacarideos, acidos nucléicos e ligninas, e dependem da
concentragao das moléculas humicas, do pH, e da concentragéo idbnica (CHEN e
SCHNITZER, 1976). Além destas caracteristicas, Schulten e Schnitzer (1997)
propde a existéncia de vazios hidrofébicos na molécula (FIGURA 6b). ii)
Supramolecular - neste modelo (FIGURA 7) é proposto que as substancias
humicas em solugdo formem grandes agregados humicos que séo estabilizados
por ligagdes fracas, tais como, ligagdes de hidrogénio e/ou interagées hidrofdbicas
(CONTE, 1999). Esse modelo deu origem a teoria supramolecular (PICOLLO,

2001 e 2002), na qual substancias humicas sdo formadas por moléculas
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pequenas e heterogéneas de varias origens, auto-organizadas em conformacgdes
supramoleculares, o que explicaria o grande tamanho molecular aparente das
substancias humicas. O modelo supramolecular foi reforcado pelos resultados
obtidos por Simpson (2002a) e Simpson et al., (2002b). Eles demonstraram que
as SH extraidas de solos sdo formadas por uma mistura de substancias

agregadas de baixa massa molecular.

FIGURA 6 - MODELOS CONCENTUAIS PRPOSTOS PELA TEORIA
MACROMOLECULAR: (A) MOLECULAS DAS SH ALEATORIAMENTE
ENOVELADAS (SWIF, 1989) E (b) AH PROPOSTO POR SCHULTEN E
SCHNITZER (1997), ONDE C= AZUL; O= VERMELHO; N= PRETO E H=
BRANCO. AS LETRAS A, B E C INDICAM OS ESPACOS VAZIOS
PRESENTES NAS SH CAPAZES DE INTERAGIR COM OUTROS
COMPOSTOS.

FIGURA 7 — MODELO ESTRUTURAL DAS SH PROPOSTO POR SIMPSON et al. (2002).
AS UNIDADES VERMELHAS REPRESENTAM OS CATIONS METALICOS,
AS UNIDADES PRETAS OS POLISSACARIDEOS, AS UNIDADES AZUIS
OS POLIPEPTIDEOS, AS UNIDADES VERDES AS CADEIAS ALIFATICAS
E AS UNIDADES MARRONS OS FRAGMENTOS AROMATICOS
PROVENIENTES DA LIGNINA.
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2.5METODOS ESPECTROSCOPICOS

A caracterizacdo das substancias humicas por meio de técnicas
espectroscépicas tém gerado importantes resultados que auxiliam na avaliagcao
da qualidade do solo em diferentes sistemas de manejo, sob condi¢cdes
temperadas e tropicais (BUDZIAK et al., 2004).

Um grande numero de técnicas tem sido usado na identificacdo de
componentes das substancias humicas, tais como: Ressonancia Magnética
Nuclear de C™ (RMN C'), Espectroscopia no Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR), Espectroscopia no Ultravioleta (UV), Espectroscopia de
Ressonéancia Paramagnética Eletrénica (EPR), Difracdo de Raios-X (DRX), dentre

outras.

2.5.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR) é
uma técnica que utiliza quantidade minima de amostra, exige pouca preparagao
da mesma e apresenta rapidez analitica na obtencéo de resultados, permitindo a
consequente reducao dos tempos de espera, além da possibilidade de realizacéo
de medi¢des in-situ (CHRISTIAN, 1994). E uma técnica capaz de apresentar
espectros muito mais definidos do que o sistema convencional, pois utiliza um
sistema multicanal, que obtém varios espectros do material, sendo estes
gravados e cuja média é fornecida rapidamente (PIGATIN, 2011). Sao
empregados niveis de energia situados entre a regido do visivel e a de micro-
ondas, isto permite distinguir as vibragcbes moleculares de diversos grupos
funcionais e estruturas. A regidao de maior interesse para a espectroscopia é de
4000 a 400 cm™ (SILVERSTEIN et al., 1994).

Esta técnica € muito utilizada para a pesquisa de SH e, tem fornecido
entendimento sobre a sua reatividade e o seu arranjo estrutural dos grupos

funcionais. Além disso, pode indicar a presenca de substancias inorganicas (ions
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metalicos, argila). A interpretacdo exata dos espectros nem sempre é possivel
devido a sua alta complexidade (STEVENSON, 1994).

Vergnoux et al., (2011), analisaram por FTIR substancias humicas de solos
submetidos ao fogo. Sobre o impacto qualitativo, os resultados mostraram uma
diminuigdo significativa de grupos alquila, hidroxila e carboidratos para os acidos
huamicos e para os acidos fulvicos, observaram somente diminuicdo de grupos
alquila e acidos carboxilicos.

Santos (2009) analisou por FTIR os AH extraidos de solos de area de mata
nativa comparando com AH extraidos de area recuperada ap6s a mineracao de
xisto. O estudo mostrou que os AH da area recuperada apds a mineragao de xisto
sao razoavelmente humificados e apresentam bom conteudo aromatico, quando
comparados com os AH de area nativa.

Gongalves (2008a) e Gongalves et. al. (2008b) identificaram através de
FTIR bandas caracteristicas de vibracdo de varios minerais presentes em
amostras de Latossolos (sem fracionamento) dentre eles gibsita, caulinita,
vermiculita, goetita, quartzo, hematita, entre outros.

Através dos resultados obtidos com a técnica de FTIR, também é possivel
estabelecer o indice de aromaticidade (IA), para a MOS que é a razdo entre a
intensidade do pico em 1630 cm™, associado aos grupos aromaticos, e a
intensidade do pico em 2920 cm™, associado aos grupos alifaticos, informando o
grau de condensagao/saturagao da MOS (CHEFTEZ et al., 1996).

Avaliando o impacto do florestamento com Pinus Taeda nos atributos
quimicos e na composi¢géo da matéria organica (MOS) de Neossolos, Dick et al.
(2011) encontraram maior |A para amostra de pastagem nativa em camadas de 0
— 5 cm, indicando maior carater alifatico da MOS sob a amostra de Pinus. Por
outro lado, nas camadas mais profundas do que 5 cm, os maiores valores de IA
foram encontrados nas amostras de Pinus, indicando enriquecimento da

aromaticidade no subsolo, em comparagdo com a pastagem nativa.

2.5.2 Espectroscopia de Ultravioleta e Visivel por Reflectancia Difusa (DRUV-VIS)

Na analise da amostra por reflectancia difusa (estado solido) ha

contribuicdo da policondensagdo aromatica em moléculas isoladas. A partir dos
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dados de DRUV-VIS pode-se obter a proporcao entre cadeias alifaticas e
aromaticas nas substancias humicas que € calculada pela razdo E4/Es (razédo
entre os valores de log1/R (R=reflectancia) em 465 e 665 nm), para avaliar o grau
de conjugacgéao e/ou condensagao dos anéis aromaticos das substancias humicas.
O decréscimo da razao E4/Es esta diretamente relacionado com maior peso
molecular, com alto grau de condensacao dos carbonos aromaticos e maior grau
de humificagdo da matéria organica do solo (PICCOLO et al., 1992; STEVENSON
et al., 1994; HEVIA et al., 2003; SAAB e MARTIN-NETO, 2007). A aromaticidade
€ um importante indicador da origem e estabilidade quimica dos materiais
humicos dos solos (SCHNITZER et al,, 1991). SAAB e MARTIN-NETO, (2007),
encontraram para AH extraidos de gleissolos valores altos da razdo E4/Es e
coerentes com baixos residuos aromaticos.

Esta técnica € muito util na previsao rapida de propriedades para descrever
a variabilidade de solos utilizados em agricultura, classificagdo de solos e,
monitoramento ambiental (SANCHES et al., 2007).

Olendzki et al. (2006) observaram diferengas entre os espectros obtidos em
solugcdo e os espectros obtidos em pod, e os valores da razdo E4/Es encontrados
para os espectros obtidos no estado sélido foram mais baixos. No estado sdlido,
além da contribuicdo da policondensacdo aromatica em moléculas isoladas,
também ha contribuicdo dessas moléculas juntamente empacotadas. Guimaraes
(2006) encontrou valores relativamente baixos da razdo E4/Es para AH extraidos
de Latossolos tropicais (1,36 a 1,66). Estes valores sugerem constituicao
aromatica mais condensada e, em consequéncia, mais resistente a degradagéo.
Valores baixos da razdo E4/E¢ podem ser tipicos de latossolos tropicais ou, ainda,
devido a acao intermolecular prépria do estado sadlido.

Contudo, tém sido observados resultados contraditérios e limitagcbes neste
procedimento simples, sugerindo o devido cuidado com sua utilizacdo
(COLNAGO et al., 1997). Os valores determinados através da razdo E4/E¢ devem
ser utilizados e correlacionados com o devido cuidado com outros paradmetros
espectroscopicos mais precisos, como o nivel de radicais livres do tipo
semiquinona por EPR.

A aplicacdo dessa técnica em solugdo pode causar mudanga no
comprimento de onda e na absortividade devido a ionizacdo ou protonacédo de

grupos hidroxilicos e carboxilicos. Também a ionizagdo ou a protonagdo podem
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causar mudancgas na estrutura macromolecular, resultando em maior ou menor
exposi¢ao ao solvente (HAYES et al., 1978). Em razdo do exposto acima, neste
trabalho estudou-se a espectroscopia no ultravioleta visivel por reflectancia difusa
(no estado solido).

Essa relacao tem sido utilizada para caracterizar as SH em varios tipos de
ambientes (SANCHES et al. 2007). Os valores da relagédo em solos naturalmente
férteis, de clima temperado, sdo menores do que 5 para AH e entre 6 e 8,5 para
AF (STEVENSON, 1994). Dobbss et al. (2008) encontraram para Acidos himicos
(AH) e fulvicos (AF) obtidos no horizonte superficial de sete Latossolos de
diferentes regides do Brasil, valores elevados da relagédo E4/Eg, variando numa
faixa ampla, com valor médio de 6,5 para AH e 10,5 para os AF. Entretanto, a

aplicacao deste parametro tem sido usada para amostras em solucgao.

2.5.3 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR)

O principio fisico basico da espectroscopia de EPR é a absorcao de
energia pelos elétrons desemparelhados de um atomo, molécula ou ion, que
se da pela interagdo com a radiacdo eletromagnética quando se encontra
sujeitos a aplicagdo de um campo magnético externo (GOODMAN e HALL,
1994).

Por EPR avalia-se o grau de humificagdo das SH através da
quantificagdo de radicais livres do tipo semiquinonas (SENESI, 1990;
MARTIN-NETO et al., 1994; SAAB e MARTIN-NETO, 2003). Essa técnica
pode fornecer informacdes estruturais, sem artefatos ou condicoes
experimentais restritivas, sobre a complexagcdo dos ions metalicos
paramagnéticos (Fe, Cu, Mn, Cr e outros) com as SH (MARTIN-NETO et al.,
1994). Além da quantificacédo e identificagdo de radical livre organico, a
espectroscopia de EPR pode fornecer outros parametros espectroscoépicos
como o fator g, largura da linha e saturagao de poténcia do sinal do radical
livre que podem dar informagbes detalhadas sobre as SH (SAAB e MARTIN-
NETO, 2004).
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Os processos de transformacao da matéria orgénica no ambiente sao
conectados com varias reacdes envolvendo radicais livres que podem ser
detectados nas SH pelo EPR com um sinal estreito e intenso com g entre
2,0030 e 2,0043. Em 1972, Riffaldi e Schnitzer afirmaram que os radicais
livres do tipo semiquinona eram formados a partir da dehidrogenagao
oxidativa de compostos fendlicos (remoc¢édo de H dos grupos OH dos fendis),
e, portanto, quanto maior concentragdo de fendis no material de origem, maior

a concentragao de spins nos AH formados a partir deles (FIGURA 8).

0 o) OH
reducao reducao
oxidagao oxidacao
O OH OH
Quinona Semiquinona Hidroquinona

FIGURA 8 — ESQUEMA DA ESTABILIZAGCAO DO RADICAL LIVRE DO TIPO
SEMIQUINONA (SENESI e SCHNITZER, 1977).

Analisando amostras de MOS de area de floresta nativa e de solos de
area recuperada ap6s mineragao de xisto, Santos et al. (2013), observaram
pela técnica de EPR, estruturas organicas hidrofilicas que se correlacionaram
negativamente com o sinal do radical livre organico (RLO) associado a
atomos de oxigénio (g= 2,0042). As estruturas hidrofébicas aromaticas se
correlacionaram positivamente com o sinal de EPR do RLO associado a
atomos de carbono (g= 2,0022).

Maia et al. (2012) analisaram por EPR fracbes humicas durante a
compostagem de serragem e lodo de fabrica de papel. Os autores mostraram que
a fragdo HU apresentou a maior concentragao de radicais livres organicos e as
menores intensidades de Fe*" durante o processo de compostagem.

Melo e Schaefer (2009) analisaram AH extraidos de horizontes superficiais
e concluiram que maiores concentracdes de radicais livres no Chernossolo e no

Nitossolo corroboram com a maior taxa de humificacdo e vém fundamentar o
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efeito das praticas de cultivo e da fertilidade do solo na qualidade da matéria
organica, contribuindo para entender as complexas interagdes fisico-quimicas que

ocorrem com a matéria organica de acordo com o ambiente em que se encontra.

2.5.4 Espectroscopia de Fluorescéncia Molecular (EFM).

A fluorescéncia € um fendmeno luminescente no qual as espécies atbmicas
ou moleculares sao excitadas por radiagdes eletromagnéticas nas regides do UV
ou do visivel e, quando retornam ao estado fundamental, fornecem um espectro
de radiagdes que sao emitidas em comprimentos de onda superiores ao fixado
para a excitacao.

A espectrofluorimetria € uma técnica analitica consagrada, que permite a
realizacao de determinagdes com grande sensibilidade e seletividade, embora a
sua aplicagdo seja limitada a espécies que apresentem o fenbmeno da
fluorescéncia molecular (ou que possa ser convertida a moléculas fluorescentes,
estratégia conhecida como derivatizagéo). Essa técnica analitica tem sido muito
usada como ferramenta quantitativa em diversas areas, tais como, quimica,
medicina, meio ambiente e ciéncia do solo (LAKOWICZ, 2002).

Os espectros de fluorescéncia podem ser obtidos em trés modos: emisséo,
excitacdo e excitacdo com varredura sincronizada. Os espectros de emissao em
geral, sdo obtidos medindo a intensidade de radiagdo emitida em fungdo do
comprimento de onda, mantendo-se fixo o comprimento de onda de excitagdo. Ja
os espectros de excitagdo sdo obtidos pela medida da intensidade em fungéo do
comprimento de onda, mantendo-se fixo o comprimento de onda de emisséo. Os
espectros de excitagdo com varredura sincronizada s&o obtidos medindo a
intensidade de fluorescéncia durante uma varredura simultinea de ambos os
comprimentos de onda (excitagdo e emissdo), e mantendo-se constante entre
eles, uma diferenca de comprimento de onda otimizada AA=Agm-Aexc.

A espectroscopia de fluorescéncia vem sendo utilizada com sucesso para
estabelecer grau de humificagdo das SH, determinado pelo incremento de
estruturas conjugadas com ressonancia de elétrons, tais como, anéis aromaticos
e radicais livres do tipo semiquinonas (MARTIN-NETO et al., 1998; MILORI et al.,
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2002). Grupos doadores de elétrons substitutos de compostos aromaticos, como
carbonilas, hidroxilas, grupos amino, aumentam a intensidade de emissao de
fluorescéncia para comprimentos de onda maiores (SENESI et al., 1991).

Quando as SHs sé&o fracionadas, de acordo com sua massa molecular,
diferengas na absorbéancia e fluorescéncia sao observadas. As fracbes de menor
massa molecular apresentam maior intensidade de fluorescéncia (IF) e menor
absorbancia que as fragcbes de maior massa molecular. Uma possivel explicacao
para este fenbmeno é o fechamento da posi¢cao das subunidades hidrofdbicas,
dentro da estrutura supramolecular, mascaradas pelos grupos hidrofilicos.
Quando a amostra apresenta fluorescéncia com baixa intensidade em
comprimento de onda mais longo, normalmente refere-se aos acidos humicos
(MIANO et al., 1988; SENESI et al., 1991).

Azevedo et al. (2006) avaliaram por espectroscopia de fluorescéncia
substancias humicas extraidas de aguas, solos e sedimentos. Os autores nao
observaram variagdes significativas nas intensidades de fluorescéncia emitida ou
do deslocamento de pico de maxima emissao, com a variacdo do pH para os
compostos humicos estudados.

Chen et al. (2003) estudaram as subfragdes da matéria organica natural
(MON) dissolvida e do acido humico extraido do solo, e as seguintes observacdes
foram relatadas: o AH apresentou um comprimento de onda maximo de emissao
acima de 450 nm e as fragbes da MON rica em carboidratos (MON-CH) e em
polifendis (MON-PP) apresentam emissdo entre 435 e 450 nm. A baixa
intensidade de fluorescéncia do AH indica a presenga de anéis aromaticos
condensados e estruturas insaturadas, com alto grau de conjugacdo. Para a
MON-CH e MON-PP, a intensidade maxima em menor comprimento de onda é
associada ao baixo conteudo aromatico e menor massa molecular. Ja Rivero et
al. (1988) consideram que o deslocamento da intensidade maxima de
fluorescéncia, para comprimentos de onda mais longos, € atribuido aos

substituintes nos anéis aromaticos.

2.5.5 Difratometria de Raios X (XRD)
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A difracao de raios X fornece informacdes mais detalhadas com relagao aos
minerais presentes na amostra e tem a vantagem de ser um método nao-
destrutivo de analise (GUIMARAES, 2006).

Quando um raio X monocromatico chega a um plano cristalino, os raios séo
refletidos por atomos do cristal para regides distintas, conforme os varios planos

de atomos presentes. Este fendmeno é descrito pela Lei de Bragg:

2dsend = nh

onde d é o espaco entre os planos atdbmicos ou distancia inter-reticular do cristal,
A é o comprimento de onda dos raios-X, 8 € o angulo entre o raio incidente e o
plano atémico, e n a ordem de difragao.

A técnica de difracdo em pd é usada para identificar amostras de
substancias soélidas, comparando-se as posi¢cdes e intensidades das linhas de
difragdo com as de um grande numero de dados devidamente registrados. Assim
a técnica é util na identificacdo de minerais ou macromoléculas orgéanicas e
elucidagdo de suas estruturas (ATKINS, 1999).

Brighenti et al., (2010), utilizaram a técnica de XRD para caracterizar a
natureza dos compostos humicos dos solos e o produto de suas interagdes com
metais. Os difratogramas apresentaram diferengas marcantes de cristalinidades,
indicando uma reorganizagé&o estrutural nas amostras estudadas.

Schinitzer et al., (1991) empregaram a técnica de XRD com sucesso para
diferenciar componentes alifaticos e aromaticos em SH. Os AH de horizontes
organicos sao derivados principalmente de AH mais jovens a partir da entrada de
vegetacdo do que AH de horizonte mineral. AH de horizonte mineral mais
profundo no solo contém maior fracdo de dominios condensados do que AH de
horizonte orgénico. Isso estd em consonéncia com a diagénese da MO na
formagdo de estruturas mais condensadas de anéis aromaticos. (XING et al.,
1999, NAIDJA et al., 2002).

2.6 ANALISES QUIMIOMETRICAS
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A extracdo de informacdes dos resultados de um experimento quimico
envolve a andlise de grande numero de variaveis. Muitas vezes, um pequeno
numero destas variaveis contém as informagdes quimicas mais relevantes. A
decisdo sobre quais variaveis sdo importantes é feita, geralmente, com base na
intuicdo quimica ou na experiéncia, ou seja, baseado em critérios que sdo mais
subjetivos que objetivos. A reducdo de variaveis através de critérios objetivos,
permitindo a construgdo de graficos bidimensionais contendo maior informacao
estatistica, pode ser conseguida através da analise de componentes principais
(PCA ou ACP). Também é possivel construir agrupamentos entre as amostras de
acordo com suas similaridades, utilizando todas as variaveis disponiveis, e
representando-os de maneira bidimensional através de um dendrograma por
analise hierarquica de agrupamentos (HCA ou AHC). A analise de componentes
principais e de agrupamento hierarquico sdo técnicas de estatistica multivariada
complementar que tém grande aceitacdo na analise de dados quimicos (NETO e
MOITA, 1997). Além disso, uma vez que estes métodos ndo necessitam de
informacao prévia, nenhuma informacao explicita do solo é utilizada. Esta ultima
faceta pode as vezes ser uma vantagem, como por exemplo, para estudos da
qualidade dos solos.

Um dos principais interesses na analise do solo é a avaliagédo integrada das
propriedades do solo, que podem ser indicadores de qualidade do mesmo.
Métodos nado supervisionados de estatistica multivariada sao ferramentas
poderosas para esta avaliacdo e podem ajudar pesquisadores no entendimento
de todos os aspectos da qualidade do solo; em particular, o desenvolvimento de
melhores indicadores de tendéncias nas mudancas que resultam de diferentes
sistemas de gestdo ou antropogénicas (SENA et al., 2002). Nenhuma propriedade
isolada pode fornecer uma visdo ampla da qualidade de um solo especifico.

Apesar de seu potencial como um estudo exploratério, as aplicagdes de PCA
encontradas na literatura em ciéncia do solo foram escassas até o inicio dos anos
noventa. A partir dai nota-se um aumento significativo de suas aplicagoes,
levando os pesquisadores da area de solos a uma grande elevacdo na sua
capacidade de extrair informagdes dos dados (SENA et al.,, 2000). Técnicas de
avaliacdo quimiométrica em ciéncia do solo foram utilizadas pela primeira vez por
Bracewell e Robertson, (1984) na analise da composi¢cdo da matéria organica de

diferentes tipos de solo de horizontes A. Schulten et al., (1988) discriminaram
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perfil de solo por reconhecimento de padrées. O uso de PCA e métodos
relacionados, tais como, analise fatorial (FA) tornou possivel a resolugao de varios
problemas, como por exemplo, a determinagdo de gestdo de propriedades
discriminantes em solos semiarido (QUIRONGA et al., 1998), identificacdo de
fontes poluentes de solo (CARLOSENA et al., 1998), avaliagdo de impactos na
qualidade dos solos de lavoura (WANDER e BOLLERO, 1999). Pifieiro et al.,
(2006) utilizaram a PCA para distinguir a origem (marinha ou terrestre) de
sedimentos marinhos do estatuario Ria de Arousa. Elliotta et al., (2007)
investigaram solos em diferentes estagios de recuperacdo da degradacdo de
mineracao a céu aberto e de solos preservados para avaliar o uso de abordagens
quimiométricas e diferenciar seus espectros FTIR.

Santos et al.,, (2010) utilizaram Analise de Componentes Principais para
avaliar os dados obtidos através de métodos quimicos e espectroscépicos sobre
as mudangas no processo de humificagdo da matéria organica do solo (MOS) a
partir de dois solos tropicais apds a aplicagdo de lodo de esgoto. Os resultados
mostram que a caracterizacao de AH extraidos dos solos com e sem aplicacao de
lodo de esgoto por 7 consecutivos anos, utilizando varios métodos, fornece
informagdes importantes sobre mudangas no grau de humificagdo da MOS. Os
resultados obtidos através da analise estatistica (PCA) confirmaram as diferengas
significativas que existem entre MO do solo argiloso e solo arenoso.

Mostert et al., (2010) publicaram uma revisdo da aplicagao de técnicas
quimiométricas (por exemplo, Analise de componentes principais, (PCA), Analise
Linear Discriminante (LDA) e Analise de cluster (CA) para a investigagao de solos
contaminados por hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) e metais.

Serudo et al., (2007), estudaram através de métodos quimiométricos (PCA e
planejamento fatorial) a capacidade de redugao das SH, e concluiram que as SH
extraidas de regides inundaveis do Rio Negro apresentam maior capacidade em
reter Hg (Il), enquanto outras regibes mostraram maior capacidade de reduzir Hg
(I, indicando que SH extraidas de diferentes tipos de regides contribuem de
diferentes maneiras para o ciclo biogeoquimico do mercurio na bacia do Rio
Negro.

Cunha et al., (2007) estudaram a natureza fisico-quimica e as
caracteristicas espectroscopicas de acidos humicos de solos com horizonte A

antropico, submetidos ao uso agricola, de diversas regides da Amazoénia brasileira
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e utilizaram a técnica da analise multivariada. As informagdes obtidas com o uso
da analise quimiométrica deram suporte e concordaram com todas as avaliagdes
feitas anteriormente sobre os dados quimicos e espectroscépicos, demonstrando

grande potencial dessa ferramenta estatistica no estudo da quimica ambiental.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar possiveis alteragdes da matéria organica em solos condicionados
com subprodutos soélidos da industrializacdo do xisto e em substancias humicas
extraidas dos mesmos, através de analises quimicas, espectroscépicas e

quimiométricas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar as amostras de solos testemunhas e de solos condicionados
com subprodutos do xisto através de estudo dos AH, AF e HU obtidos por
extracdes sequenciais, baseadas em diferencas de solubilidade dos extratores.

Caracterizar as amostras de solos, AF, AH e HU através de métodos
espectroscopicos: Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR), Espectroscopia no Ultravioleta (UV), Espectroscopia de Ressonancia
Paramagnética Eletrénica (EPR) e Espectroscopia de Fluorescéncia Molecular.

Avaliar os dados obtidos do ponto de vista das possiveis mudancas no
processo de humificacdo do solo apods aplicagdes de subprodutos do xisto via

métodos quimiométricos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1AMOSTRAS

As doze amostras de solos condicionadas com subprodutos do xisto
utilizadas neste estudo foram coletadas em camada de 0 - 20 cm em diferentes
locais do Brasil, cujas procedéncias e descricdes encontram-se na TABELA 2. O
experimento foi conduzido em vasos, sob condigdes de casa de vegetacdo na
Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, em 2010. A cultura utilizada foi a de
trigo. Os tratamentos experimentais foram realizados em duas condi¢cées de
adubacdo nos vasos, sendo que o tratamento 1 foi feito em simplicata e o

tratamento 2 foi feito em duplicata:

> Tratamento 1 (T1): Aplicagdo de 0 mg kg™ de Superfosfato Triplo (SFT) + 0

mg kg™ da matriz fertilizante (amostra testemunha);

> Tratamento 2 (T2): Aplicacdo de 30 mg kg~ de Superfosfato Triplo (SFT) +
62,5 mg kg™ da matriz fertilizante.

Matriz Fertilizante = composta por mistura de Xisto Retortado, Finos de Xisto,

Calcario de Xisto e de Enxofre elementar.

Ap6s o periodo de trés meses as amostras foram colocadas para secar ao
ar. A seguir foram moidas, passadas por peneiras de 2 mm, homogeneizadas,
devidamente acondicionadas, rotuladas e transportadas até LABPAM/DQ/UFPR

para posteriores extragdes e analises.



TABELA 2- DESCRICAO DAS AMOSTRAS DE SOLOS.

SIGLA | TRATAMENTO REGIAO DE EOLETA DOS CLASSIFICACAO DO SOLO
PN T Paraizc()) N%?te/RS Latossolo Vermelho Distrofico
PN T2A Paraiso Norte/RS Latossolo Vermelho Distrofico
PN T2B Paraiso Norte/RS Latossolo Vermelho Distrofico
ETB T1 Estagdo Terras Baixas/RS Planossolo Haplico Distréfico
ETB T2A Estagdo Terras Baixas/RS Planossolo Haplico Distréfico
ETB T2B Estagdo Terras Baixas/RS Planossolo Haplico Distréfico
CER T1 Cerrado Argissolo Vermelho Distréfico
CER T2A Cerrado Argissolo Vermelho Distréfico
CER T2B Cerrado Argissolo Vermelho Distréfico
SM T1 Sao Mateus do Sul/PR Argissolo Vermelho Distréfico
SM T2A Sao Mateus do Sul/PR Argissolo Vermelho Distréfico
SM T2B Sao Mateus do Sul/PR Argissolo Vermelho Distrofico

FONTE: o autor.

4.2 ANALISES QUIMICAS DO SOLO

Para amostras estudadas (TABELA 2), foram avaliados os parametros pH,
P disponivel, K disponivel, Ca trocavel, Mg trocavel, Al trocavel e a acidez
potencial. O pH foi determinado em CaCl, 0,01 mol L™ na relagéo 1:2:5 e através
do método de solugao tamponada SMP (esta sigla que identifica o método se
referem aos criadores Shoemaker, Mac lean e Pratt). O P e o K disponivel foram
extraidos pelo método Mehlich 1 (0,025 mol L™ de H,SO,4 + 0,05 mol L™ de HCI).
O Ca, Mg e Al trocavel foram extraidos por KCI 1,0 mol L™. A acidez potencial
(H+Al) foi determinada indiretamente por meio da solugdo-tampdo SMP e,
posteriormente, calculadas a capacidade de troca de cations do solo a pH 7,0
(CTC ou valor T), a soma de bases trocaveis (SB), a saturagéo por bases (V %) e
o C organico foi determinado pelo método Walkley-Black. Os teores de argila, silte
e areia foram determinados segundo método da pipeta. Estas analises quimicas

foram realizadas segundo metodologia proposta por SIRTOLI et al., 2006.
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4.3DIFRATOMETRIA DE RAIOS X (DRX)

As amostras no estado sélido (solos testemunhas (T1)) foram colocadas
em porta amostras com 25 mm de didmetro e analisadas em difratbmetro
Shimadzu XRD-6000, utilizando radiagdo Cu Ka (I = 1, 5418 A) com parametros
elétricos de 40 kV e 40 mA. Os angulos de varredura, variando de 10 a 80° (2 q)
foram corridos em 35 minutos, com velocidade de 2°min. Os dados foram

tratados utilizando o programa X-Expert.

4. 4EXTRAGCAO DAS SUBSTANCIAS HUMICAS

As extragbes das substancias humicas (AH, AF e HU) das amostras de
solos citados na TABELA 2 foram realizadas segundo metodologia adaptada de
Cozzolino et al. (2001). As solugdes extratoras utilizadas foram NasP.O; (0,25
mol L") e NaOH (0,1 mol L™).

Inicialmente as amostras de solo foram secas ao ar e peneiradas (peneira
de 0,45 ym). Pesou-se aproximadamente 200,0 g de cada solo, transferiu-se para
uma garrafa plastica e adicionou-se 500 mL de cada solugao extratora (NaOH e
Na;P,07) e em seguida aplicou-se fluxo de N> por 15 minutos. A mistura foi
agitada em agitador mecéanico por 24 horas. No dia seguinte a solugao foi
centrifugada (3000 rpm) por 15 minutos. O sdlido foi submetido a mais duas
extragdes (500 mL de cada solugéo extratora, 15 minutos em atmosfera de N;) e
agitacdo por 1 hora, foi filtrado e apods filtragem o sdlido resultante (HU) foi
deixado em estufa (60 °C) para secar. Todo o sobrenadante foi filtrado em 1a de
vidro, o pH foi elevado a 12 utilizando NaOH (0,1 mol L'1) e foi acidificado em
seguida com HCI até pH aproximadamente 1,0 e permaneceu em repouso por um
periodo (uma noite). Apds este periodo o sobrenadante, acido fulvico (AF), foi
separado do solido, acido humico (AH), por sifonagdo e armazenado no freezer.
Ao solido (AH) foram adicionados mais 3 L de agua deionizada. O pH foi elevado
a 12 utilizando NaOH (0,1 mol L") e foi acidificado em seguida com HCI até pH

aproximadamente 1,0. O procedimento de solubilizagao-precipitacdo foi repetido
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por mais uma vez para desagregar impurezas minerais. O sdlido foi tratado com
solugcédo de HF/HCI (40 mL/2,5 mL) para eliminar os contaminantes inorganicos e
adicionou-se mais 1 L de agua destilada (DICK et al., 2002). Foi agitado por 48
horas, centrifugado, dialisado em tubo de didlise de 14.000 Da de tamanho de
poro, até teste negativo para cloreto, utilizando nitrato de prata para isso, e seco
em estufa (60 °C) (AH) (GONDAR et al., 2005). Todo este procedimento esta
simplificado num fluxograma, como mostra a FIGURA 9.

ApOs a etapa de extragdo e retirada de contaminantes inorganicos,
realizaram-se as analises espectroscopicas de Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR), Espectroscopia Eletrdbnica no Ultravioleta-Visivel por
Reflectancia Difusa (DRUV-VIS), Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética
Eletrénica, Espectroscopia de Fluorescéncia Molecular nos solos, acidos humicos
(AH) e huminas (HU).

200 g solo
500 mL. NaOH 0,1 mol L*!
500 mL Na,P,0, 0,25 mol 1!

Atmosfera de N,

Agitar (24 h)
Centrifugar
I Filtrar
| Sobrenadante | I Residuo solido |
l T Novas i-lxtr:u;imw—b. Solido (HU)
Acidificar
Sifonar

Centrifugar
l Salido (AH)

Ressolubilizar

| Sobrenadante (AF) | Salido (AHD Reprecipitar Sobrenadante
descartado
Duas vezes

Tratar com HF ¢ HCI
Ny Centrifugar
Sobrenadante —

Dialisar . < Solido (AH)
descartado

Congelar e liofilizar

FIGURA 9- FLUXOGRAMA DE EXTRAGOES SEQUENCIAIS (OLENDZKI, 2006).

4.5METODOS ESPECTROSCOPICOS
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4.5.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) por

Transmitancia

Os espectros por transmitancia foram registrados em espectrofotdmetro
BIORAD, modelo FTS-3500 GX. Foram preparadas pastilhas com misturas de
aproximadamente 1 mg de amostra e 99 mg de KBr de grau espectroscopico
(FTIR). Para cada espectro foram somadas 32 varreduras com resolugcao de 4 cm’
' na regido de 4000 a 400 cm™'. As analises de FTIR foram feitas em triplicatas. A
partir dos dados de FTIR foi calculada a razdo aromatico-alifaticos (OLENDZKI,
2006), dividindo-se a soma das alturas de picos, para carbonos aromaticos (3050,
1610 e 1530 cm'1) com a soma das alturas de picos para carbonos alifaticos
(2930, 2850, 1450, 1150 e 1074 cm™") para as amostras de AH.

4.5.2 Espectroscopia de Ultravioleta e Visivel por Reflectancia Difusa (DRUVVIS)

Os espectros no DRUV-VIS foram obtidos colocando-se as amostras no
estado solido, em porta amostras de 26 mm de diametro, a temperatura ambiente,
na faixa de 190-900 nm utilizando espectrofotébmetro Shimadzu UV-2401 PC
equipado com acessorio de esfera de integragdo modelo 240-52454-01. Foi
utilizado como referéncia BaSO4 pulverizado e seco. Para o registro dos espectros
das amostras dos AH em solugao, foram preparadas solugdes de AH 20 mg L™
em solug&o de NaHCO3 0,05 mol L™ (pH=8,0).

As razdes E4/Es foram calculadas dividindo-se as intensidades de log
(1/reflectancia) ou os valores das absorbancias nos comprimentos de onda 465 e
665 nm. A analise por DRUV-VIS foi feita em quintuplicata e os espectros foram

alisados para melhor comparacéao e avaliacao dos resultados.

4.5.3 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR)
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As amostras solidas foram secas e colocadas em tubos de quartzo de 4
mm de diametro. Os espectros foram obtidos utilizando-se espectrémetro
BRUKER ESP 300E usando a banda X (~ 9,5 GHz) com frequéncia de modulagao
de 100 kHz, a temperatura ambiente (~ 300 K). Os dados de EPR obtidos foram
trabalhados com auxilio do programa Win-EPR®, disponiveis no LABPPAM.
Utilizando os espectros das amostras em estudo em varredura de campo
magnético 50 G e o espectro, também em 5000 G, de uma amostra padrédo de
quantidade de radical livre organico (RLO) determinada, “Wich Pitch” com, 1,04 x
10" spins cm’, foi calculado o nimero de spins g"' das amostras estudadas

através de tratamento matematico adequado, cuja equacéo € a seguinte:

. -1 _ . -1
Samostra X N° SPINS CM™ padrao= Spadrao X N° SPINS CM amostra

. -1 _ . -1
n° SPINS CM  amostra™ Samostra xn° spIins cm padréo/ Spadr:“ao

onde: Samostra= area sob a curva de absorgao da amostra;
n° spins cm™’ padrao= NUMero de spins do padrdo “wich pitch” por cm;
Spadrio= area sob a curva de absorg¢ao do padréo;

Nn° spins cmM™'amestra= NUMero de spins da amostra por cm;

Como a amostra é pesada, a sua altura no tubo de EPR foi transformada
em massa e, também, o valor n° spins cm™'amestra €M N° de spins g”. A largura de
linha foi obtida através do tratamento dos espectros de 50G com auxilio dos

programas Win-EPR® e SimFonia®.

4.5.3 Espectroscopia de Fluorescéncia molecular (EFM)

Os espectros de fluorescéncia para os AF foram registrados diretamente
nas fragdes dissolvidas apds a extracdo. As amostras foram colocadas em cela
de quartzo multifacetada com tampa de teflon (Sigma) com 3,5 mL de capacidade
e analisadas em espectrofotdmetro de luminescéncia Hitachi modelo F-4500.

Os espectros de fluorescéncia das amostras de AF foram medidos em trés

modos: emissao, excitagdo, e varredura sincrona com 18 nm.
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4.5.4.1 Modalidade Matriz Excitagdo-Emisséo (MEE)

Os espectros de luminescéncia total (LT) foram obtidos na forma de matriz
excitagdo-emissdo (MEE), ou mapas de contorno, varrendo o comprimento de
onda de emissdo de 250-650 nm, enquanto que o comprimento de onda de
excitacao foi aumentado seqliencialmente de 15 em 15 nm de 250 - 650 nm.
Todos os espectros foram obtidos com largura de fenda dos monocromadores de
5 nm. A velocidade de varredura foi fixada em 2400 nm min™". Os espectros MEE

foram gerados a partir dos dados espectrais de LT utilizando o programa Matlab.

4.5.4.2 Modalidade Emissao

Os espectros de emissao de fluorescéncia foram registrados na faixa entre
250-650 nm, sendo que foi fixado o comprimento de onda de excitagcdo maxima,
com largura de fenda dos monocromadores de 5 nm, velocidade de varredura
fixada em 240 nm min™ e resolugdo espectral de 0,2 nm. Foram subtraidos os

brancos (agua destilada) de todos os espectros.

4.5.4.3 Modalidade Sincronizada

Espectros de fluorescéncia sincronizada foram coletados de 250 - 650 nm
utilizando intervalo de 18 nm entre os comprimentos de onda de excitacao e
emissdo, ou seja, (Aem = Aexc + 18 nm), com largura de fenda dos
monocromadores de 5 nm, velocidade de varredura fixada em 240 nm min™' e
resolugao espectral de 0,2 nm. Foram subtraidos os brancos (agua destilada) de

todos os espectros.
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4.6 ANALISES QUIMIOMETRICAS

A andlise de Componentes Principais e analise de agrupamento
hierarquico foram realizadas utilizando o software PLS - toolbox 1.5, que opera
em ambiente MATLAB® v.6.5.

Para estas analises foram utilizados as triplicatas dos espectros de FTIR
das amostras de solos e de substancias humicas extraidas dos solos com
tratamentos T1 e T2. Antes de processados, os dados foram pré-tratados por
diferentes métodos convencionais (centrado na média, alisamento, 1° derivada e
normalizagdo). Os eixos formados na PCA (componentes principais) foram
analisados objetivando investigar as similaridades e diferengas entre os diferentes
tratamentos dos solos. Além dos espectros de FTIR, foram utilizados os
resultados obtidos pelas analises quimicas (exceto os parametros pH, Al** e H +
Al). Para a anélise de agrupamento hierarquico foi utilizado o método do vizinho

mais préximo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES QUIMICAS DO SOLO

Através dos resultados apresentados na TABELA 3 comparando as
amostras testemunha (T1) e as amostras condicionadas com subprodutos do
xisto (T2 A e B), observa-se que nao houve variagdo expressiva nos valores de
pH, com excegédo do solo testemunha (ETBT1) onde o pH é maior (4,90) que o
dos solos tratados ETBT2A e ETBT2B (4,4 e 4,5), sendo que, de modo geral,
todos os solos apresentaram baixa acidez, em termos agronémicos. O pH SMP,
segundo TOME (1997), baseia-se na correlagdo existente entre o indice SMP e a
acidez potencial do solo (H + Al). Quanto mais baixo o indice SMP, maior a
quantidade de H + Al do solo e, portanto, maior a quantidade de calcario a ser
aplicada para atingir um pH adequado neste solo. Assim, observaram-se para
todas as amostras altos valores do indice SMP, conseqientemente, baixos
valores de H + Al, comparados com os valores absolutos de referéncia (sugestéao
de parametros gerais médios para a interpretagdo preliminar de resultados de
analise de solos) (SIRTOLI, 2003).

Em relagéo aos teores de Ca e Mg, estes variaram respectivamente entre
0,60 e 6,10 para Ca e de 0,30 a 2,90 cmol, dm para Mg. Nao houve diferenga
entre os tratamentos aplicados (T1 e T2), porém para os diferentes solos, houve
uma significativa variagdo, onde nos solos CER e SM (Argissolos) apresentaram
os maiores teores de Ca e Mg; pode-se, assim, presumir que sdo solos que
provavelmente apresentam maiores teores de matéria organica, acarretando
maior retengcdo de Ca e Mg trocavel nas superficies negativas das argilas e da
matéria organica (SOUZA et al., 1981).

As concentragdes de K ndo diferiam significativamente entre os
tratamentos, sendo que, assim como para Ca e Mg, os maiores teores foram
encontrados nos solos CER e SM (variando de 0,36 a 1,09 cmol, dm‘3), podendo
ser esta atribuida ao fato que nestes solos ha uma maior fonte organica de K, em

virtude da maior deposicdo de material organico no solo.
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A CTC a pH 7 apresentou valores superiores a 3,0 cmol. dm, diminuindo
em relacdo ao tipo de solo (PN e ETB< CER e SM), e também diminuindo a
quantidade de C (solos arenosos (PN e ETB)). Ja para os solos argilosos
observou-se um aumento da CTC em funcdo do aumento de C, de H + Al e
também do aumento da quantidade de Ca e Mg (COMISSAO DE QUIMICA E
FERTILIDADE DO SOLO — RS/SC, 2004).

A composicao granulométrica destes solos esta relacionada ao material de
origem dos mesmos: os solos PN e ETB sao originados do arenito, apresentando
elevado teor de areia, ao contrario dos solos CER e SM que sdo originados de
basalto e sdo classificados como argilosos (EMBRAPA, 1999; ARAUJO et al.,
2004), com teor de argila superior a 600 g Kg™' (TABELA 3).
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Para determinar as relacbes estabelecidas entre as amostras e entre os
parametros agronémicos (TABELA 3), efetuou-se uma Analise de Componentes
Principais (PCA). Os resultados da analise de componentes principais empregando
os 14 parametros da Tabela 3 encontram-se sumariados na Figura 10. Por meio
deste grafico “biplot” é possivel visualizar conjuntamente as relagées entre as
amostras e as variaveis. As variaveis pH-CaCl,, Al e m foram excluidas do modelo,
pois elas estao diferenciando as amostras ETBT2 das demais inclusive da ETBT1.
As trés primeiras componentes principais conservaram 99 % da variancia total dos
dados. A componente principal 1 (PC1) (83 % da variancia) é responsavel pela
diferenciacdo entre os solos arenosos (PN E ETB) e os argilosos (CER e SM),
enquanto que a segunda PC (PC2) (10 %) e a terceira PC (PC3) (6 %) separam os
solos de acordo com a procedéncia ou origem. Observando-se ao longo do eixo da
PC1 as variaveis que influenciaram diretamente na separagdo (valores positivos
PC1) foram: H+Al, Ca, Mg, K, SB, CTC, P, S, C, V, Ca/Mg, Silte e Argila, (maiores
valores para as amostra CER e SM) e as variaveis que caracterizaram amostras
arenosas (valores negativos da CP1) foram pH e areia (maiores valores para as
amostras PN e ETB). Pode-se notar, ao longo do eixo da PC2, que as variaveis que
mais contribuem para a diferenciacéo entre as amostras CER e SM foram Ca, Mg, K
e Silte (valor positivo da PC2) e Mg, C e P (valores negativos da PC2). A PC3 foi
interpretada como sendo um fator de separagcdo entre as amostras ETB e PN,
principalmente devido a valores mais elevados dos paréametros Silte e P para as
amostras ETB, em relagcédo a PN.

Este agrupamento das amostras pode também ser observado através da
analise de agrupamento hierarquico onde as amostras sdo agrupadas de acordo
com sua similaridade (FIGURA 11).
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FIGURA 10- RESULTADO DA ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)
MOSTRANDO “BIPLOTS’ DAS TRES PRIMEIRAS COMPONETES
PRINCIPAIS: (A) PC2 VERSUS PC1; (B) PC3 VERSUS PC1.
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Com base na analise de agrupamento aplicada as doze amostras de solos e
no dendrograma resultante (FIGURA 11), usando os dados auto escalados e a
distancia do vizinho mais proximo (KNN) com trés componentes principais, observa-
se que para os quatro grupos de solos (PN, ETB, CER e SM) as amostras
testemunhas mostraram maior semelhanca com uma das duplicatas que receberam
adicao de subprodutos do xisto (T2). Verifica-se também a formagao de dois grupos
principais: (a) as amostras PN e ETB e (b) as amostras CER e SM. O grupo (a) €
formado pelas amostras que apresentam maior teor de areia. No grupo (b) observa-
se que as amostras com maior grau de similaridade apresentam maior teor de argila.
Assim, ndo houve separagdo em fungdo do tratamento aplicado (T2) quando
comparado com a amostra testemunha (T1), mas sim devido a classificacdo dos

solos o0 que corrobora com os dados obtidos pelo PCA.

PNTZ2A
PNTZ2B
PNT1
ETBTZ2B
ETBT1
ETBTZA
CERT2A

CERT2B
CERT1

Distancia KNN

SMT2B
SMTH
SMT2A

1 2 3 4 5
Distancia KNN

1]

FIGURA 11- DENDOGRAMA REPRESENTATIVO DO AGRUPAMENTO DE 12 AMOSTRAS
DE SOLOS, PELO METODO DO VIZINHO MAIS PROXIMO (KNN).
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5.2DIFRATOMETRIA DE RAIOS-X (DRX)

Na FIGURA 12 a seguir sao apresentados os difratogramas de Raios X para
as amostras de solos testemunhas (T1).

Q
Q
Q
. Q
C C Q
SPNLJ L) He j_He
setel_____J

Gi
SCER%MA | NN Y U \ A
SSM e

An Il h

T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80

FIGURA 12 - DIFRATOGRAMA DE RAIOS-X DAS AMOSTRAS DE SOLOS
TESTEMUNHAS (T1).

Os difratogramas de Raios X para as amostras de solos testemunhas (T1)
sdo compostos por picos finos € bem definidos. Isso se deve a presenca de
estruturas mais cristalinas. A presenca de quartzo em grande quantidade, que
apresenta picos muito intensos, dificulta o reconhecimento e atribuicdo de picos
referentes a outros argilominerais. Em geral, os minerais encontrados foram: quartzo
(Q), hematita (He), caulinita (K), gibsita (Gi), calcita (C) e anatasio (An). O quartzo,
mineral do estagio intermediario do intemperismo, foi observado em todas as
amostras.

Observou-se que os difratogramas das amostras Paraiso do Norte (SPN) e

Estacao Terras Baixas (SETB), sao diferentes dos demais difratogramas. Nestas
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amostras aparecem ainda perfis de hematita, caulina, gibsita e anatasio, minerais
tipicos de solos tropicais altamente intemperizados e submetidos a altos indices de
precipitacdo (RUSSEL e FRASER, 1994). A TABELA 4 traz a composigao quimica

dos minerais encontrados nos solos estudados.

TABELA 4 — COMPOSIGAO QUIMICA DOS MINERAIS ENCONTRADOS NOS SOLOS

ESTUDADOS. _ ]
MINERAL COMPOSICAO QUIMICA
Anatasio (An) TiO,
Calcita (C) CaCOs;
Caulinina (K) Al,Si>O5(0OH),4
Gibsita (Gi) Al(OH)3
Hematita (He) Fe,O3
Quartzo (Q) SiO,

FONTE: o autor.

5.3METODOS ESPECTROSCOPICOS

5.3.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no FTIR tem sido utilizada para caracterizar as SH
fornecendo informacgodes estruturais e funcionais das moléculas que as compdem. Os
espectros de cada amostra foram obtidos em ftriplicata. Na FIGURA 13 sao
apresentados os espectros médios de FTIR das amostras de solos testemunhas PN,
ETB, CER e SM e na FIGURA 14 sao apresentados os espectros médios de FTIR

para os quatro grupos de solos e os respectivos tratamentos (T1 e T2).
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FIGURA 13 — ESPECTROS MEDIOS DE FTIR PARA AS 4 AMOSTRAS DE SOLOS
TESTEMUNHAS.
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FIGURA 14 — ESPECTROS MEDIOS DE FTIR PARA OS 4 GRUPOS DE SOLOS (PN, ETB,
CER E SM) E OS REPECTIVOS TRATAMENTOS. T1= AMOSTRA
TESTEMUNHA e T2= AMOSTRA CONDICIONADA COM XISTO (A E B= SAO
AS DUPLICATAS DO TRATAMENTO).
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De modo geral, observa-se que todas as amostras de solos (FIGURA 13) da
regido Paraiso do Norte (PN), ETB, Cerrado (CER), Sao Mateus (SM) apresentaram
bandas finas e bem definidas em 3700, 3650 e 3620 cm™", referentes a vibragées de
estiramento do grupo hidroxil (AIO-H) nas camadas de aluminossilicatos dos
argilominerais (caulinita e gibsita), concordando com os dados obtidos por XRD.
Estas bandas atribuidas a caulinita e gibsita sao tipicas de solos tropicais altamente
intemperizados e submetidos a altos indices de precipitacdo (RUSSEL E FRASER,
1994). Em todas as amostras de solos foram observadas bandas largas centradas
na regido de 3440 — 3400 cm™, devido & vibragdo axial de grupos O-H com ligagdes
de hidrogénio. Enquanto que nos espectros das amostras de Sao Mateus e Cerrado
observou-se também bandas em 3528, 3390 e 3370 cm™'. Sugere-se que bandas
nestas regides podem estar relacionadas a vibragdo de grupos AIO-H (argilominerais
e oxi hidroxidos), FeO-H (argilominerais) e ou, OH (fenol, H,O), NH (WILSON, 1994).

Esta diferenca pode ser explicada devido as diferencas texturais
apresentadas por estes solos. Os solos PN e ETB, sdo solos que apresentam
textura arenosa, e as demais amostras (CER e SM) sdo solos com maior conteudo
de argila, corroborando com os dados obtidos através das analises quimicas
(TABELA 3).

Todos os espectros das amostras de solos apresentaram banda em 2930 cm’
' referente a estiramento assimétrico de ligagdo C-H de CH, alifatico; além da
banda em 2850 cm™', caracteristica de estiramento simétrico de ligagdo C-H de CH,
alifatico. Observou-se trés bandas em 2000, 1890 e 1730 cm' para as amostras PN
e ETB de solos, caracteristica de quartzo (SiO;). Estes dados estdo em
concordancia com os tipos de solos conforme pode ser visto na Tabela 3 e com os
resultados encontrados por OLENDZKI, 2006 e PEREIRA, 2004. Bandas na regiao
de 1800 — 1300 cm™' s&o atribuidas a estiramento C=0 e C-O de grupos COOH,
COO’, e deformagdo angular de agua, caracteristicos de MO do solo. Foram
observadas bandas na regido de 1620 cm”, relativas a C=0 de carboxilatos e/ou
amida primaria, OH de agua, C=C de compostos aromaticos ou alifaticos
insaturados, ou, ainda ligagdo C=N. A banda na regido de 1620 cm’ pode ser
também indicadora do teor de matéria organica.

As bandas localizadas em 1720 cm™ e 1630 cm™' s&o devidas ao estiramento
v (C=0) de grupos carboxilicos e estiramento antissimétrico v,s (C=0) de

carboxilatos respectivamente. A banda em 1630 cm” também pode ser devida a
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complexos metalicos de carboxilatos (MANGRICH, 1993). Na regiso de 1360 cm™,
observaram-se bandas referentes a deformacéo de C-H de grupos alifaticos, esta
banda concorda com a banda na regido de 2930 — 2850 cm™. Observaram-se
bandas mais intensas em 1110 cm™, caracteristicas de ligagdes Si-O (quartzo e, ou,
argilominerais).

Bandas de absorgdo em 1100 e 790 cm™', observadas para as amostras de
solos, provém das vibragbes Si-O do quartzo e camadas de aluminossilicatos
(FARMER, 1974). Uma outra banda em 670 cm™ pode ser descrita (FARMER, 1974)
como uma vibragao dos grupos hidroxila perpendiculares ao plano das camadas do
silicato ou a vibracdo dos ions octaédricos, como Al, Mg ou Li. Ainda, as duas
bandas em 540 e 460 cm™ (observadas para todas as amostras) foram atribuidas as
vibragdes Si-O-M, onde M = Al, Fe.

Na FIGURA 15 sao apresentados os espectros médios de FTIR para as
amostras de AH extraidos de solos testemunhas e na FIGURA 16 sao apresentados
0s espectros medios de FTIR para os quatro grupos de solos e os respectivos
tratamentos (T1 e T2).
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FIGURA 15 — ESPECTROS MEDIOS DE FTIR PARA AS 4 AMOSTRAS DE AH
TESTEMUNHAS
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FIGURA 16 — ESPECTROS MEDIOS DE FTIR PARA OS 4 GRUPOS DE ACIDOS HUMICOS
(PN, ETB, CER E SM) E OS REPECTIVOS TRATAMENTOS. T1= AMOSTRA
TESTEMUNHA E T2= AMOSTRA CONDICIONADA COM XISTO (A E B= SAO
AS DUPLICATAS DO TRATAMENTO).

Assim como para os solos, todos AH (FIGURA 15 e 16) apresentaram bandas
centrada em 3400 cm™ e apresentaram um ombro adicional em 3200 cm™ e em
3100 cm™’, ndo observado nos espectros dos solos, que é atribuido a vibragdes v (N-
H) de grupos amina presentes na estrutura dos acidos humicos (SILVERSTEIN,
1979; WILSON, 1994). Somente uma amostra de AH (CERT2B) apresentou picos
tipicos de minerais em 3620 e 3698 cm™ ' (referentes & hidroxila externa e interna da
caulinita) (FIGURA 16).

Todos os espectros das amostras AH apresentaram banda em 2930 cm™,
referente a estiramento assimétrico de ligagdo C-H de CH; alifatico; além da banda
em 2850 cm'1, relativamente mais intensas para as amostras de AH, caracteristica
de estiramento simétrico de ligagdo C-H de CH; alifatico. Bandas na regiao de 1800
— 1300 cm™ sdo atribuidas a estiramento C=0 e C-O de grupos COOH, COO, e

deformagao angular de agua, caracteristicos de MO do solo, sendo que estas



56

bandas mostraram-se mais evidentes nas amostras AHPN, AHETB (FIGURA 16).
Foram observadas bandas na regido de 1620 cm™' para as amostras de AH, relativas
a C=0 de carboxilatos e/ou amida primaria, OH de agua, C=C de compostos
aromaticos ou alifaticos insaturados, ou, ainda ligagdo C=N. A banda na regido de
1620 cm™' pode ser também indicadora do teor de matéria organica.

As bandas localizadas em 1720 cm™ e 1630 cm™’ sdo devidas ao estiramento
v (C=0) de grupos carboxilicos e estiramento antissimétrico v,s (C=0) de
carboxilatos respectivamente. As bandas em 1720 cm™ aparecem nas amostras de
AH e, a banda em 1630 cm” é mais intensa, mostrando-se mais evidente nas
amostras AHPN, AHETB e AHCER, sugerindo um maior conteudo de matéria
organica nestas amostras. A banda em 1630 cm” também pode ser devida a
complexos metdlicos de carboxilatos (MANGRICH, 1993). A presen¢a de complexos
de carboxilatos de metais (Fe®) estd evidenciada nos estudos de EPR dessas
amostras. Na regido de 1360 cm™', observaram-se bandas referentes a deformagao
de C-H de grupos alifaticos, esta banda concorda com a banda na regido de 2930 —
2850 cm™'. Observaram-se bandas mais intensas em 1110 cm™ para as amostras
AHCER e AHSM, caracteristicas de ligagdes Si-O (quartzo e, ou, argilominerais).

Em todas as amostras de AH estudadas foram observadas bandas com
diferentes relagdes de intensidade nas regides de 3420, 1720 e 1640 cm’,
referentes as estruturas organicas.

Na FIGURA 17 sao apresentados os espectros médios de FTIR para as
amostras de HU extraidas de solos testemunhas e na FIGURA 18 sdo apresentados
0s espectros medios de FTIR para os quatro grupos de solos e os respectivos
tratamentos (T1 e T2).
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FIGURA 18 — ESPECTROS MEDIOS DE FTIR PARA OS 4 GRUPOS DE HUMINAS (PN,
ETB, CER E SM) E OS REPECTIVOS TRATAMENTOS. T1= AMOSTRA
TESTEMUNHA E T2= AMOSTRA CONDICIONADA COM XISTO (A E B= SAO
AS DUPLICATAS DO TRATAMENTO).
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As HU (HUCER, HUSM) também apresentaram diferengas entre os espectros
nas regides entre 3700 - 3440 cm”' quando comparadas com as HUPN, HUETB.
Foram observadas para HUPN, HUETB, bandas largas centradas na regiao de 3440
— 3400 cm™, que podem ser atribuidas a vibragdo axial de grupos O-H com ligagbes
de hidrogénio. Além disso, para as amostras HUSM e HUCER foi observada banda
na regiao de 3700-3600 cm’ e em 3528, 3390 e 3370 cm™ que podem ser atribuidas
a caulinita e gibsita (FIGURA 17).

Assim como para os solos, esta diferenca pode ser explicada devido as
diferencas texturais apresentadas por estes solos.

As HU, assim como os solos, também apresentaram banda em 2930 cm’,
referente a estiramento assimétrico de ligacdo C-H de CH, alifatico; banda em 2850
cm™ caracteristica de estiramento simétrico de ligagdo C-H de CH, alifatico.
Observou- se trés bandas em 2000, 1890 e 1730 cm™' para as amostras PN e ETB,
caracteristica de quartzo (SiO.). Bandas na regido de 1800 — 1300 cm” sao
atribuidas a estiramento C=0 e C-O de grupos COOH, COOQO’, e deformacao angular
de agua, caracteristicos de MO do solo. Foram observadas bandas na regidao de
1620 cm™, relativas a C=0 de carboxilatos e/ou amida primaria, OH de agua, C=C
de compostos aromaticos ou alifaticos insaturados, ou, ainda ligagdo C=N. A banda
na regido de 1620 cm™ pode ser também indicadora do teor de matéria organica.

As bandas localizadas em 1720 cm™ e 1630 cm™’ sdo devidas ao estiramento
v (C=0) de grupos carboxilicos e estiramento antissimétrico v,s (C=0) de
carboxilatos respectivamente. A banda em 1630 cm” também pode ser devida a
complexos metalicos de carboxilatos (MANGRICH, 1993). A presenca de complexos
de carboxilatos de metais (Fe3+) estad evidenciada nos estudos de EPR dessas
amostras. Na regido de 1360 cm™, observaram-se bandas referentes & deformagéo
de C-H de grupos alifaticos, esta banda concorda com a banda na regido de 2930 —
2850 cm”.

A banda em 1130 cm™ existente nos dois grupos de espectros (arenosos (PN
e ETB)) e argilosos (CER e SM), mas mais evidente para as amostras HUCER e
HUSM, relaciona-se ao estiramento assimétrico (Si-O) em silica e silicatos (matéria
inorganica). Niemeyer et al., (1992), citam que nesta regido a intensidade dos picos
decresce com o aumento da humificacdo, o que pode ser observado para as
amostras de solos e huminas (SPN, SETB, HUPN e HUETB), amostras mais

humificadas.
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Bandas de absorcdo em 1100 e 790 cm’', observadas para as amostras de
HU e solos, provém das vibragdes Si-O do quartzo e camadas de aluminossilicatos
(FARMER, 1974). Uma outra banda em 670 cm™ pode ser descrita (FARMER, 1974)
como uma vibragao dos grupos hidroxila perpendiculares ao plano das camadas do
silicato ou a vibracdo dos ions octaédricos, como Al, Mg ou Li. Ainda, as duas
bandas em 540 e 460 cm™ (observadas para todas as amostras) foram atribuidas as
vibragdes Si-O-M, onde M = Al, Fe.

De modo geral, tanto para as amostras de solos, AH e HU (FIGURAS 14, 16 e
18) ndo observou-se diferengas visuais entre os tratamentos T1 e T2. Isto se deve
também por este experimento inicial ser de curta duragéo, sendo um dos primeiros
experimentos neste foco de investigacdo da MOS.

O indice de aromaticidade (IA) (CHEFETZ et al., 1996) fornece informagdes
sobre o grau de insaturagéo/saturagao (intensidade das vibragdes de grupos C=0 e
C=C em relagao a intensidade de grupos C-H) da fragdo organica analisada. Este
método consiste em tratar o espectro em absorbancia para que seu ponto minimo
esteja em zero. Apds este procedimento, faz-se a soma das bandas em 3050 cm™,
1620 cm™ e 1530 cm™ (bandas indicadoras de aromaticos) e divide-se pela soma
das bandas em 2925 cm™, 1450 cm™', 1050 cm™ e 1074 cm™' (bandas indicadoras de
alifaticos). (TABELA 5).

Os IA para os AH variaram entre 0,52 e 0,73. Quanto maior o valor desta
razao, maior o grau de aromaticidade da amostra. Observou-se uma tendéncia de
elevagéo dos valores nas amostras condicionadas com subprodutos do xisto (com
excegao de uma das duplicatas: AHETBT2A, AHCERT2B e AHSMT2A), porém esta
diferenga € muito pequena e nao podemos sugerir que ha um possivel aumento na
MO nestes solos. Nota-se que as amostras de AH extraidas das diferentes amostras
de solos apresentaram uma pequena diferenga no valor dessa razéo, variando da
seguinte maneira: AHCER>AHPN>AHETB>AHSM.
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TABELA 5 — INDICE DE AROMATICIDADE PARA AS AMOSTRAS DE AH.
INDICE DE AROMATICIDADE

Amostras de AH 1A
PNT1 0,64 + 0,001
PNT2A 0,66 + 0,03
PNT2B 0,66 + 0,03
ETBT1 0,64 + 0,02
ETBT2A 0,61 + 0,005
ETBT2B 0,66 + 0,05
CERT1 0,65 + 0,002
CERT2A 0,73 + 0,02
CERT2B 0,52 +0,03

SMT1 0,59 + 0,001
SMT2A 0,53 + 0,03
SMT2B 0,62 + 0,02

FONTE: o autor.

5.3.11 Analise de Componentes Principais (PCA)

Na FIGURA 19 (a e b) apresenta-se o grafico de escores das componentes
principais obtidas a partir das triplicatas dos espectros de FTIR das amostras de
solos: (a) PC2 versus PC1 e (b) PC3 versus PC1. A FIGURA 20 apresenta o grafico

de loadings das 3 PCs para as amostras de solos.
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FIGURA 20- GRAIFICO DE LOADINGS DAS 3 PCS PARA AS AMOSTRAS DE SOLOS.

As analises de PCA (Analise de Componentes Principais) foram realizadas
utilizando-se os espectros médios de FTIR das amostras de solos. Através de
graficos de “escores” e “loadings” respectivamente, foram examinadas as relagbes
entre as amostras e entre as variaveis, além disso, estes graficos permitem avaliar a
influéncia de cada variavel em cada amostra, encontrando similaridades ou
diferencas nos dados (NETO & MOITA, 1997).

No conjunto das amostras estudadas observam-se diferengas somente em
relagédo ao tipo de solo e ndo ao tipo de tratamento (T1 e T2) aos quais as amostras
foram submetidas. Com base nisso foi realizado uma andlise qualitativa com todos
os espectros obtidos por FTIR, ou seja, foi aplicada a andlise de componentes
principais (PCA) para verificar a discriminagdo dos grupos de amostras com
diferentes tratamentos e de diferentes tipos de solos. Foram feitos varios
tratamentos nos dados espectrais (1° derivada, alisamento, centrado na média, etc.),
mas nenhum dos tratamentos aplicados apresentou discriminagdo entre os

tratamentos T1 e T2.
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No grafico de escores (PC2 x PC1) verifica-se que ndo houve discriminagao
dos grupos em relagao ao tratamento a que as amostras foram submetidas (FIGURA
19 a). A separacao observada foi devida aos diferentes tipos de solos. A PC1 e a
PC2 separaram as amostras PN e ETB, das amostras CER e SM, concordando com
os dados de FTIR e os apresentados na TABELA 3. Isto esta relacionado com as
diferencgas texturais apresentadas por estes solos, PN e ETB (grupo vermelho) sao
solos arenosos (apresentaram teores menores de carbono) e CER e SM (grupo
verde) sdo solos ricos em argila (apresentaram maiores teores de carbono). Em
relacao as triplicatas, observou-se que uma delas esta sempre distante das demais,
isto pode ser explicado pela quantidade de amostra colocada a mais ou a menos
durante a analise de FTIR.

No grafico de escores (PC3 x PC1) também ndo se observou-se
discriminagdo dos grupos em relagdo ao tratamento a que as amostras foram
submetida (FIGURA 19 b). A separagao observada foi devida aos diferentes tipos de
solos, separando novamente as amostras PN e ETB (grupo vermelho) das amostras
CER e SM (grupo verde).

No gréafico de loadings (FIGURA 20), verifica-se que as principais bandas
responsaveis por esta separagcdo sdo bandas na regido de 3700-3200 cm”
referentes & argilominerais, bandas na regido de 1730-1625 cm™ referentes a
matéria organica e em 1100, 1040, 920, 780, 680 e 540 cm’” provém das vibragdes
Si-O do quartzo e de aluminossilicatos. Estes resultados indicam que a principal
diferenga esta relacionada com a classificagdo dos solos (diferengas texturais),
mostrando novamente bandas que s6 estdo presentes nos espectros de FTIR das

amostras CER e SM (3520, 3450 e 3380 cm™) referentes & argilominerais.

5.3.2 Espectroscopia de ultravioleta visivel por reflectancia difusa (DRUV-VIS)

Por espectroscopia de DRUV-VIS, calculou-se a razdo E4/E¢ (razdo entre
log1/R (onde R é a reflectancia em 465 e 665 nm), para avaliar o grau de
conjugacao e/ou, condensagdo dos aneéis aromaticos das substancias humicas,

complementarmente aos dados obtidos por EPR e FTIR.



64

Na TABELA 6 a seguir sdo apresentados os valores médios da razao E4/Eg
para as amostras de solos, AH e HU.

Os valores da razdo E4/Ee¢ (TABELA 6) variaram de 1,50 a 5,60 para as
amostras de solos, de 1,16 a 2,10 para as amostras de AH e de 1,80 a 3,29 para as
HU (amostras condicionadas com xisto). Através dos valores da TABELA 6 nota-se
que houve uma variacao da razao E4/Es entre as fracbes de maneira semelhante, ou
seja, solos> HU>AH.

De modo geral, observou-se para as amostras de AH condicionadas com
subprodutos do xisto (T2) menores valores da razdo E4/Es favorecendo assim, uma
maior condensacao estrutural, ou seja, maior numero de estruturas aromaticas em
comparagcdo a estruturas alifaticas (exceto para as amostras AHETBT2A e
AHCERT2B, como também observado no IA).

Nota-se que a razdo E4/Ee diminui para as amostras PN e ETB, tanto nas
amostras de solos, AH e HU, sugerindo maior quantidade de anéis aromaticos
condensados, ou seja, maior teor de matéria organica humificada. Isto porque o
extrator conseguiu extrair mais MO dos solos PN e ETB mesmo estes sendo pobre
em carbono. Ja para as amostras CER e SM (apresentaram maior teor de carbono
no solo) o extrator ndo foi forte o suficiente para extrair toda a MO em fungéo da

blindagem das argilas e siltes, ou seja, a MO é mais protegida.
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TABELA 6 - RAZAO E4/EcPARA AS AMOSTRAS DE SOLOS AH E HU (ESTADO SOLIDO).

RAZAO E./Es
AMOSTRAS SOLOS AH HU
PNT1 2,04 + 0,04 1,29 £ 0,01 1,82 £ 0,01
PNT2A 3,64 +0,16 1,17 £ 0,02 2,13+ 0,02
PNT2B 3,49 + 0,04 1,16 + 0,01 1,99 + 0,10
ETBT1 2,76 + 0,07 1,31 0,02 1,98 + 0,04
ETBT2A 1,93 +0,03 1,92 + 0,02 1,95 + 0,03
ETBT2B 1,50 0,05 1,80 % 0,02 3,16 £ 0,12
CERT1 1,85 + 0,02 1,80 + 0,01 1,93 + 0,02
CERT2A 2,18 + 0,03 1,81+ 0,01 2,48 + 0,01
CERT2B 2,23 £0,02 1,61 0,02 2,83 +0,01
SMT1 3,24 + 0,02 2,08 + 0,01 3,29 £ 0,03
SMT2A 5,59 + 0,15 1,64 + 0,01 2,98 + 0,02
SMT2B 2,80 + 0,04 2,04 + 0,01 2,58 + 0,03

FONTE: o autor.

Os espectros dos AH e HU diferem quanto aos valores da razao E4/Es, que
sdo maiores para as HU. Esta diferenca pode estar relacionada com uma mais alta
contribuicéo das reflexdes da matriz argilomineral e complexos de ions metalicos, na
ultima (OLENDZKI, 2006).

Os espectros também foram obtidos no modo de transmitancia com o objetivo
de comparar os resultados usando as amostras no estado solido. A aplicagao dessa
técnica para as amostras em solugdo pode causar mudangca no comprimento de
onda e na absortividade devido a ionizagao ou protonacédo de grupos hidroxilicos e
carboxilicos. Também a ionizagdo ou a protonagdo podem causar mudangas na
estrutura macromolecular, resultado de maior ou menor exposicado ao solvente
(HAYES et al., 1978).

Os valores da razdo E4/Es (em solugao) variaram de 3,51 a 6,95 para as
amostras de AH. Verifica-se que as fragdes AHETBT2 e AHSMT2 apresentaram
menores valores para razdo Es/Es, quando comparadas as demais amostras,
indicando maior condensagao estrutural dessas fragdes (SANCHES et al., 2007),
favorecendo assim, condi¢cdes para humificagao mais efetiva da matéria organica do
solo (SENESI e LOFFREDO, 1999). Nota-se que a razao E4/Ees diminui para as
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amostras AHCER e AHSM, sugerindo maior quantidade de anéis aromaticos
condensados, ou seja, maior teor de matéria organica humificada quando
comparada a MO presente nos solos, concordando com os dados de FTIR.
Observa-se também que os valores da razdo E4/E¢ das substancias humicas,
obtidas no estado sdlido sdao bem menores do que aqueles obtidos através de
amostras analisadas em solugdo para solos utilizados na agricultura (entre 3 e 5
para AH e HU) (STEVENSON, 1994; FOOKEN e LIEBEZEIT, 2000). No estado
solido além da contribuicdo da policondensacdo aromatica em moléculas isoladas,
também ha a contribuicdo dessas moléculas juntamente empacotadas. Estes
resultados estdo de acordo com os encontrados por OLENDZKI, 2006 (analisou um
Planossolo hidromérfico sob diferentes manejos) e GUIMARAES, 2006 (analisou

solos basalticos).

TABELA 7 - RAZAO E4/Es PARA AS AMOSTRAS DE SOLOS, AH E HU (SOLUCAO).
ANALISE FEITA EM 5 REPETICOES.

RAZAO E./Es
AMOSTRAS DE AH RAZAO
PNT1 6,62 + 0,02
PNT2A 6,95 + 0,01
PNT2B 6,74 + 0,01
ETBT1 6,22 £ 0,12
ETBT2A 5,90 + 0,05
ETBT2B 6,15 + 0,03
CERT1 3,51 +0,05
CERT2A 4,59 + 0,02
CERT2B 7,36 + 0,03
SMT1 4,96 +0,18
SMT2A 5,24 + 0,29
SMT2B 4,33 0,24

FONTE: o autor.
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5.3.3 Espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR)

As FIGURAS 21 e 22 a seguir apresentam os espectros de EPR registrados
em campo magnético de 5000 G a temperatura ambiente para as amostras de AH
de solos testemunhas e diferentes tratamentos. Os espectros foram normalizados e

alisados para melhor comparacéao e avaliacao dos resultados.
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FIGURA 21 — ESPECTROS DE EPR PARA AS AMOSTRAS DE AH EXTRAIDOS DE SOLOS

TESTEMUNHAS.
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FIGURA 22 — ESPECTROS MEDIOS DE FTIR PARA OS 4 GRUPOS DE ACIDOS HUMICOS
(PN, ETB, CER E SM) E OS REPECTIVOS TRATAMENTOS. T1= AMOSTRA
TESTEMUNHA E T2= AMOSTRA CONDICIONADA COM XISTO (A E B= SAO
AS DUPLICATAS DO TRATAMENTO).
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Nas FIGURAS 23 e 24 sao apresentados os espectros médios de EPR para
as amostras de HU extraidas de solos testemunhas (FIGURA 23) e diferentes
tratamentos (T1 e T2 (FIGURA 24)).
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FIGURA 23 — ESPECTROS DE EPR PARA AS AMOSTRAS DE HU EXTRAIDAS DE SOLOS
TESTEMUNHAS.
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FIGURA 24 — ESPECTROS MEDIOS DE FTIR PARA OS 4 GRUPOS DE HUMINAS (PN,
ETB, CER E SM) E OS REPECTIVOS TRATAMENTOS. T1= AMOSTRA
TESTEMUNHA E T2= AMOSTRA CONDICIONADA COM XISTO (A E B= SAO
AS DUPLICATAS DO TRATAMENTO).
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Um dos dados mais importantes obtidos a partir dos espectros de EPR é a
concentracdo de radicais livres organicos do tipo semiquinona (RLO). As
concentragdes de RLO, medida na forma de concentragdo de spins por grama de
amostra ou por gramas de C, os quais sao estabilizados por estruturas aromaticas
condensadas, tem sido relacionada com o grau de humificagcdo da MOS (RIFFALDI
e SCHNITZER, 1972). Quanto maior a concentragdo de RLO, maior a humificagao
da MOS. Normalmente, o carater mais humificado esta relacionado com a formacao
de compostos mais condensados que favorecem a estabilizacdo destes radicais
(MARTIN-NETO et al., 1998).

Nos espectros de EPR, a temperatura ambiente foram observadas linhas
largas em g ~ 2, caracteristicas de ions Fe** em dominios concentrados (Fe*" na
forma de oxidos e hidroxidos) nas amostras de AHCER e AHSM (FIGURA 21). Isto
pode ser devido a maior interagcdo destes AH com os 6xidos de ferro do solo. A
maior concentragdo de ferro em dominios concentrados nessas amostras pode ter
contribuido para o aumento da razao E4/Es (1,80 e 2,08 - estado sdlido) calculadas
dos espectros de DRUV-Vis, porque os oxidos de ferro goetita e hematita absorvem
em 485 e 550 nm, respectivamente. Na mesma regido observaram-se linhas
estreitas de menor intensidade, referentes a presenca de radical livre organico
(RLO), mais evidentes nas amostras AHPN, AHETB, HUCER e HUSM. Isto porque,
como ja citado, o extrator conseguiu extrair mais MO dos solos PN e ETB mesmo
estes sendo pobre em carbono, pois a MO esta mais exposta para estas amostras
(esta MO foi para os AH).

Nas amostras de AH que receberam adicao de subprodutos do xisto (T2) a
linha de RLO se destaca (principalmente para as amostras AHPN e AHETB), por ser
uma amostra com baixos teores de ions Fe*" (FIGURA 22).

Na analise dos espectros de EPR, a amostra AHPN apresentou sinal para
dominios diluidos de Fe*, g~43 (Fe3+ de spin alto em sitios octaédricos ou
tetraédricos com alta distor¢gao rémbica), com maior intensidade, quando comparada
as demais, sugerindo que o acido humico desta amostra apresenta maior teor de
ferro em sitios isolados. Isto concorda com os dados de FTIR, banda em 1625 cm’’
devida a complexos metalicos de carboxilatos.

Apesar de nao se observar diferengas visuais entre os tratamentos aplicados
(T1 e T2) por EPR, sendo que esta tendéncia segue para as demais amostras

(FIGURA 22), observam-se diferengas entre os tipos de solos, pois para as amostras
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AHPN e AHETB a linha do RLO se destaca devido ao ja comentado acima. Ja para
as HUCER e HUSM observa-se também que a linha do RLO se destaca (FIGURA
23), o qual nao foi observado para amostra HUPN e HUETB (FIGURA 23 E 24). Isto
nos sugere como ja citado, que o extrator ndo conseguiu extrair toda a MO das
amostras HUCER e HUSM, pois neste tipo de solo a MO esta mais protegida e seria
necessario um extrator mais forte.

A partir dos espectros de EPR em 50G foram calculados os valores de spin
por g™, largura de linha (AH) (apenas para as amostras de AH) e o fator g (TABELA
8) conforme descrito no item 4.5.3.

Na FIGURA 21, pode ser observado o sinal de EPR da matéria organica nas
fracbes granulométricas do solo em valor g (fator giromagnético) de ~ 2,004.
Segundo Senesi (1990), este valor do fator g € caracteristico do RLO, possivelmente
conjugado com varios anéis aromaticos na matéria organica. A detecgéo do sinal de
EPR do RLO da matéria organica nas fragdes granulométricas somente foi possivel
pelos baixos teores de Fe total e Fe oxalato neste solo.

De forma geral, foi observado que o valor de radicais livres (TABELA 8)
variou de 1,74 x 10'® 2 3,89 x 10" spin. g’ para as amostras de AH, e de 3,85 x 10"
a 3,41 x 10*' spin g para as amostras de HU. Além disso, foi observado também
que a concentragdo de spin por grama foi maior para as amostras ETB e SM tanto
para os AH quanto para as HU. Observaram-se pequenas variagcbes na
concentracdo de spin das amostras que receberam adicao de xisto. Sabendo-se que
quanto maior a concentracdo de spin de uma amostra, maior sera o seu grau de
humificagao, verificou-se que as amostras ETB e SM apresentaram maior grau de
humificagdo. Como as huminas apresentam altos teores de ions metalicos,
particularmente Fe’, podera existir limitacbes da espectroscopia de EPR para
detectar os radicais livres semiquinona. Isto porque o ion ferro (lll) € paramagnético
e seu intenso sinal se sobrepde ao dos grupos semiquinonas (MARTIN-NETO et al.,
1996).

A largura de linha do RLO também fornece informagdes em relagdo a
qualidade da MO, uma vez que a menor largura de linha indica avangado grau de
humificagéo (BAYER et al., 2003). Os resultados obtidos da largura de linha para as
amostras de AH (TABELA 8) variaram de 3,47 a 7,91. Observou-se menor largura de

linha para as amostras PN e ETB. Segundo SAAB (2004), a menor largura de linha
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do sinal de EPR também pode indicar maior interacdo da matéria organica com a
fracdo mineral nesta fragdo, maior quantidade de Fe** em g~2.

Em suma, tanto para as amostras de AH quanto para as HU (FIGURA 22 e
24) ndo se observou diferengas visuais entre os tratamentos T1 e T2. Isto se deve
também por este experimento inicial ser de curta duragao, sendo um dos primeiros

experimentos neste foco de investigagcdo da MOS.

TABELA 8 — QUANTIDADE SPIN G', FATOR G E LARGURA DE LINHA (AH) DAS
FRACOES ESTUDADAS (AH E HU).

OSTRAS SPIN/g FATOR g AH G)

AH HU AH HU AH

PNT 514x10° 206x10 2,003 2,003 4,33
PNT2A 589x10"° 466x10° 2,003 2,003 4,53
PNT2B  741x10" 158x10° 2,004 2,004 4,78
ETBT1  416x10° 385x10 2,003 2,004 3,92
ETBT2A 4 55x10° 119x10 2,003 2,003 3,96
ETBT2B 4 54510° 738x10 2,003 2,004 4,20
CERT1  174x10"° 124x10° 2,003 2,003 3,84
CERT2A 176510 667x10 2,003 2,003 3,47
CERT2B  geox10" 9.86x10 2,001 2,003 4,90
SMTH 107x10°  149x10 2,005 2,002 7,91
SMT2A 389510 189x10° 2,002 2,001 7,89
SMT2B  4168x10°  341x10" 2,006 2,003 7,50

FONTE: o autor.

5.3.4 Espectroscopia de fluorescéncia molecular (EFM)

Neste trabalho foram realizados estudos espectrofotométricos de
fluorescéncia molecular para as amostras de AF, através dos espectros obtidos
diretamente da solugédo de extracédo (pH=1,0), nas modalidades de: emissao,

excitagdo e sincronizada. A FIGURA 25 (a, b, ¢ e d) apresenta os espectros no
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modo tridimensional de emissdo — excitacdo das amostras de AF testemunhas
(AFT1).
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FIGURA 25 - ESPECTROS DE LUMINESCENCIA TOTAL NO MODO MATRIZ EXCITAGAO-
EMISSAO (OU MAPAS DE CONTORNO) DOS AF EXTRAIDOS DO SOLO: (A)
PARAISO DO NORTE, (B) ETB, (C) CERRADO E (D) SAO MATEUS.

Nos espectros no modo tridimensional de emissao-excitacdo (FIGURA 25)

observaram-se picos maximos nos comprimentos de onda de excitagdo/emissao
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(Aex/Aem) em: 325/420 nm, 340/440 nm, 460/510 nm para as amostras PN, ETB e
CER e SM respectivamente, com excecdao da amostra AFCERT2B (Aex/Aem =
370/460) e para a amostra PNT2A (Aex/Aem = 340/430). Os valores das
intensidades de fluorescéncia (IF) foram obtidos a partir destes espectros (TABELA
9). Os valores das intensidades relativas variaram de 64,91 a 118,13, sendo
observada intensidade de fluorescéncia maior para os AFPN e AFETB quando
comparadas com os AFCER e AFSM, que pode estar relacionado com as diferencas
texturais apresentadas por estes solos, visto que o maior conteudo de argila nos
solos CER e SM podem favorecer a estabilidade da matéria organica humificada por
meio da formagao de complexos organominerais, tornando a MO relativamente mais
protegida a degradagao microbiana (CANELLAS et al., 2001), com isso, teores
maiores de carbono e maior grau de humificagdo sdo observados através da
fluorescéncia para estes solos, se comparado aos AFPN e AFETB que apresentam
textura arenosa.

Além disso, valores mais baixos nas IF foram notados para os AF extraidos
de solos condicionados com subprodutos do xisto (T2), com excegao da AFETBT2A.
Esta alteracdo da IF indica que os AFT2 apresentam estruturas organicas mais
complexas (maior quantidade de anéis aromaticos condensados na sua composigao
(OLENDZKI, 2006), a qual pode ser confirmada pelos resultados da razéo E4/Es e
quantidade spin g™ (TABELA 7 e 8).
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TABELA 9 — INTENSIDADE DE FLUORE§CENCIA (IF) E PARES DE COMPRIMENTO DE
ONDA EXCITACAO-EMISSAOQO (PCEE) PARA AS AMOSTRAS DE AF.

INTENSIDADE DE FLUORESCENCIA

AMOSTRAS DE AF IF PCEE
PNT1 91,58 + 0,55 325/420
PNT2A 106,47 + 2,87 340/430
PNT2B 109,00 + 1,75 325/420
ETBT1 111,97 + 4,69 340/440
ETBT2A 118,13 £ 2,76 340/440
ETBT2B 93,63 + 2,82 340/440
CERT1 75,68 + 1,62 460/510
CERT2A 64,91+ 0,73 370/460
CERT2B 75,25 + 0,47 460/510
SMT1 93,04 + 0,82 460/510
SMT2A 75,80 1,33 460/510
SMT2B 83,56 + 0,51 460/510

FONTE: o autor.

Nas FIGURAS 26 e 27, constam os espectros na modalidade emissdo dos
acidos fulvicos de solos testemunha (FIGURA 26) e AF extraidos dos solos PN,
ETB, CER e SM com diferentes tratamentos (FIGURA 27).
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FIGURA 26 — ESPECTROS DE FLUORESCENCIA MOLECULAR NA MODALIDADE
EMISSAO (A excriacko = MAXIMO DO Agxc OBTIDO DE CADA AMOSTRA)
DOS AF, OBTIDOS DIRETAMENTE DA SOLUGAO DE (pH = 1,0) PARA AS
AMOSTRAS DE AF EXTRAIDOS DOS SOLOS TESTEMUNHA.
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FIGURA 27 — ESPECTROS DE FLUORESCENCIA MOLECULAR NA MODALIDADE
EMISSAO (A excriagio = MAXIMO DO Aexc OBTIDO DE CADA AMOSTRA)
DOS AF, OBTIDOS DIRETAMENTE DA SOLUCAO DE EXTRACAO (pH = 1,0)
PARA OS DIFERENTES TRATAMENTOS (T1 E T2): (A) PARAISO DO
NORTE, (B) ETB, (C) CERRADO E (D) SAO MATEUS.

Para os espectros de fluorescéncia molecular na modalidade emissdo dos AF
(FIGURA 26) a banda da intensidade maxima de emiss&o dos AFs ocorreu proximo
de 440 nm (amostras PN e ETB) e proximo a 500 nm (amostras CER e SM). Os
dados da literatura indicam que AF, isolado a partir de solo, normalmente
apresentam uma intensidade maxima de comprimento de onda que varia entre 435 e
465 nm, embora comprimentos de onda mais elevados fossem relatados em alguns
casos de maximo de intensidade de alguns AFs extraidos de solo (500-520 nm)
(SENESI, 1990).

A emissdo em comprimentos de onda de excitacdo mais curtos (~ 360 nm)
pode ser interpretada, principalmente, como presenca de anéis aromaticos com
estruturas mais simples na sua composigdo (amostras PN e ETB). Ja os picos em
comprimentos de onda de excitagao mais longos (~460 nm) (amostras CER e SM),
podem ser provenientes da emissao de fluoréforos formados por anéis aromaticos

condensados e/ou conjugagdo de anéis aromaticos simples (KANG et al., 2002).
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Zsolnay et al. (1999), confirmam essas conclusdes, excitando diferentes amostras
com radiagdo ultravioleta em 240 nm, observaram um deslocamento para
comprimentos de ondas maiores no espectro de emissdo da matéria organica
dissolvida, devido ao progresso no processo de humificagdo. Ewald et al. (1988)
observaram um desvio significativo para o vermelho com o aumento do peso
molecular da fracdo de AF.

A discriminacdo das substancias humicas (SH) com diferentes graus de
humificacdo também pode ser obtida utilizando os espectros de fluorescéncia no
modo bidimensional de excitagdo sincrona (KALBITZ et al.,, 1999). Este modo
apresenta um estreitamento dos picos de fluorescéncia, assim é possivel obter mais
informacdes neste modo de varredura ou mesmo variar seletivamente a intensidade
de determinado pico (SENESI et al., 1990; SENESI et al., 1991).

Nas FIGURAS 28 e 29, constam os espectros de varredura sincronizada dos
acidos fulvicos de solos testemunha e AF extraidos dos solos PN, ETB, CER e SM
com diferentes tratamentos. Os espectros sincronos foram obtidos com AA=18 nm
conforme recomendado para amostras de acidos fulvicos na literatura (CHEN et al.,
2003; DROUSSI et al., 2009; PEURAVUORI et al., 2002; SANTIN et al., 2009).
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FIGURA 28 — ESPECTROS DE FLUORESCENCIA MOLECULAR NA MODALIDADE
SINCRONIZADA (A emssio = 250-650 nm e AA = 18 nm) DOS AF, OBTIDOS
DIRETAMENTE DA SOLUGCAO DE EXTRAGCAO (pH = 1,0) PARA AS
AMOSTRAS DE AF EXTRAIDOS DOS SOLOS TESTEMUNHAS.
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FIGURA 29 — ESPECTROS DE FLUORESCENCIA MOLECULAR NA MODALIDADE
SINCRONIZADA (A emssio = 250-650 nm e AA = 18 nm) DOS AF, OBTIDOS
DIRETAMENTE DA SOLUCAO DE EXTRACAO (pH = 1,0), PARA OS
DIFERENTES TRATAMENTOS (T1 E T2): (A) PARAISO DO NORTE, (B) ETB,
(C) CERRADO E (D) SAO MATEUS.

Os espectros por fluorescéncia de varredura sincronizada dos AFs
apresentaram duas bandas, uma em torno de 360 e outra em 475 nm. Estes perfis
mudam dependendo do grau de humificagdo. O deslocamento no maximo de
intensidade de fluorescéncia de menores para maiores comprimentos de onda esta
associado com um aumento no numero de nucleos aromaticos altamente
substituidos e/ou com um sistema conjugado insaturado capaz de exibir alto grau de
ressonancia. Os espectros do AFPN e AFETB apresentam o maximo de emissdo em
aproximadamente 360 nm, indicando, assim, que sua estrutura é formada por
fluoréforos mais simples. Apesar dos espectros dos acidos fulvicos apresentarem
bandas largas, a IF proxima de 440 nm pode ser atribuida a polifendis, e a banda de
440 a 480 nm indica a presenca de compostos de maior massa molecular e com
anéis aromaticos policondensados (AFCER e AFSM) (CHEN et al.,, 2003;
PEURAVUORI et al., 2002).



79

6 CONCLUSOES

Em fungao dos resultados obtidos a partir das técnicas aplicadas neste estudo
pode-se observar por FTIR e EPR que as HU apresentam um grande numero de
sitios ionizaveis, principalmente grupos carboxilicos e fendlicos, possibilitando a
formag&o de complexos estaveis com cations (AI**, Fe**, etc.).

De modo geral, observaram-se que as diferengas nos espectros obtidos pelas
técnicas espectroscopicas sao devidas principalmente as diferentes classificacbes
dos solos. Isto porque o extrator conseguiu extrair mais MO dos solos PN e ETB
mesmo estes sendo pobres em carbono, pois a MO estd mais exposta nestas
amostras. Ja para as amostras CER e SM (apresentaram maior teor de carbono no
solo) o extrator nao foi forte o suficiente para extrair toda a MO em fung¢do da MO
estar protegida pelas argilas e siltes dos minerais do solo.

Por meio da PCA verificou-se que nao houve discriminagdo dos grupos em
relacdo ao tratamento a que as amostras foram submetidas, houve apenas
discriminagdo das amostras devido as diferentes classificacbes dos solos (o0 que
também foi observado por FTIR através das bandas nas regides de 3700-3440,
2000-1890 e 1100 cm™, referentes a estruturas inorganicas e as bandas em 2930,
2850, 1720 e 1640 cm™, referentes a estruturas organicas).

Os AH apresentaram maior incremento orgéanico observado por FTIR, DRUV-
VIS e EPR, também maior valor de concentragdo de radicais livres quando
comparados com as HU, ou seja, maior teor de material organico via EPR, como ja
esperado.

As diferengas entre os AF (T1 e T2) foram evidentes pela analise
espectroscopica de fluorescéncia molecular aplicadas neste estudo. Os AFPN e
AFETB apresentaram maiores IFs quando comparadas com os AFCER e AFSM, isto
pode estar relacionado com as diferengas texturais apresentadas por estes solos,
com isso, teores menores de carbono € menor grau de humificagdo séo observados
através da fluorescéncia para estes solos.

Os AFT2 apresentaram maiores conteudos aromaticos e massa molecular.
Os AFPNT2 apresentaram maior quantidade de carbono alifatico que foi
comprovada pela menor intensidade de fluorescéncia emitida com excitagcdo em
aproximadamente 370 nm, indicando que o mesmo apresenta menor quantidade de

fluoréforos € menor quantidade de compostos hidrofébicos incorporados na sua
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estrutura supramolecular. Valores mais baixos nas IF foram notados nos AFT5, com
excecdo da AFETBT2A. Esta verificagcdo sugere a presenga de componentes
moleculares com tamanhos moleculares relativamente maiores.

Em resumo, tanto para as analises quimicas quanto pelas técnicas
espectroscopicas utilizadas neste estudo, e também por todas as fracbes das
substancias humicas analisadas (AF, AH e HU) ndo foram observadas diferencas
entre os tratamentos T1 e T2. Isto se deve também por este experimento inicial ser
de curta duracdo, sendo um dos primeiros experimentos neste foco de investigagao
da MOS.
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