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RESUMO

A matéria orgdnica de dois latossolos vermelho-escuro, um deles sob
campo nativo e outro submetido a um experimento comparativo entre sistemas de
preparo do solo de longo tempo (19 anos), incluindo plantio direto, cultivo minimo
e adicionalmente um reflorestamento com Eucadlipto, foi extraida por pirofosfato de
sodio, fracionada e andalisada por cromatografia de exclusGo em vidro de
porosidade controlada (CE-VPC). Os cromatogramas obtidos foram analisados
matematicamente (deconvolucdo) e a andlise estatistica dos dados foi feita
usando métodos multivariados (andlise fatorial e correlagdo de Pearsonj. O cultivo
levou a uma diminuicdo no contevdo de substancias humicas, porém ndo afetou
significativamente o contelddo de C organico. O cultivo provocou um aumento na
propor¢do relativa de substancias hUmicas de menor tamanho molecular,
determinada por cromatografia, e pela relagdo acido filvico/acido humico. Isto
pode ser devido & degradagdo preferencial de substancias hUmicas grandes ou &
neo-sintese de substancias hUmicas pequenas devido a maior entrada de residuos
vegetais, promovida pela fertilizacdo e calagem deste solo iniciaimente pobre. O
método empregado permitiv a separagdo do acido humico cinza em duas fragdes
distintas, e a fragdo com maior tamanho molecular apresentou um valor alto,
incomum, para a relacdo Es/Es que é atribuido d uma pequena conjugagdo dos
anéis aromaticos. As andlises por espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (IVIF) das fragcdes cromatogrdaficas obtidas foram
dificuttadas pelo alto conteddo de sais inorgénicos provenientes do extrator
(pirofosfato) e da solugdo eluente (borato), porém pdde-se observar que o
tratamento dcido das substdncias himicas até pH 2, procedimento rotineiro no
método cldssico de extracdo e fracionamento quimico, leva a alteragdes destas.
Desenvolveu-se um novo método para extragdo e fracionamento fisico
(cromatogrdfico) da matéria orgdnica do solo utilizando-se resina de troca
catidnica apds a dispersdo dos coldides do solo por vibragdo ultra-sénica
(resina/ultra-som). Este estudo foi feito comparativamente, extraindo-se a matéria
orgdnica do solo com pirofosfato, resina e resina/ulira-som. Os extratos foram

analisados e fracionados em classes de tamanho molecular, por CE-VPC,

Xiv



utilizando-se uma solugcdo de bicarbonato de potassio a 0,05 mol L' como eluente.
O método para a obtencdo do cromatograma em absortividade, estimada pela
absorbdncia no ultravioleta, produziu resultados similares aos de medidas da
concentracdo de C organico por técnicas destrutivas apresentados na literatura. O
tratamento com ultra-som produziu substancias hUmicas de maior pureza em
relacdo a extracdo com pirofosfato ou resina sem este pré-tratamento. O
pirofosfato foi o extrator mais eficiente, seguido por resina/ultra-som e a eficiéncia
deste método aumentou no solo mais argiloso. Os espectros de ultravioleta-visivel
das duas primeiras fracdes cromatograficas de maior tamanho molecular, obtidas
dos extratos de todas as amostras e exiratores estudados, apresentaram bandas
largas de absor¢do centradas em 470 nm que podem ser atribuidas aos compostos
do tipo das hidroxiantraguinonas € que contribuiram para o alto valor da relagdo
E4/Es da fracdo de maior tamanho molecular, pois nesta fragdo esta banda foi mais
intensa. A extracdo da matéria orgdnica do solo por resina/ultra-som e seu
fracionamento cromatogrdfico € um método adequado para andlise e
fracionamento das substancias humicas em classes de tamanho molecular e o uso
de bicarbonato de potdssio como eluente, seguido pela transformagdo deste em
cloreto de potdssio pela acidificacdo até pH 4 com dcido cloridrico, evita a
contaminacdo das substancias humicas fracionadas com o extrator e o tampao
utilizado para a eluicdo. Logo, andlises subsequentes por IVIF e ressondancia
paramagnética eletrdnica (RPE) das fragdes cromatogrdficas sdo possiveis. As
fracdes do hiUmus, assim obtidas, apresentaram um alto conteiddo de
polissacarideos e baixo conteldo de grupos carboxilicos/carboxilato,
determinados por IVIF. Nas duas primeiras fragcoes cromatogrdficas de maior
tamanho molecular, caracterizadas pela banda larga centrada em 470 nm,
apresentaram, adicionalmente ao sinal tipico de semiquinonas, um sinal de RPE
com valor g de 1,9989, largura de linha de 16 gauss e que ndo foi saturado mesmo
com 200 mW de poténcia de microondas. Este sinal pode ser atribuido ao aGnion ou

cation radical de hidroxiantrasemiquinonas.
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ABSTRACT

The organic matter from two Brazilian Oxisols, one under an Eucalyptus forest
and a long term (19 years)cultivated area (minimum tillage and no-tillage) and
other soil under natural grassland, was extracted with sodium pyrophosphate,
fractionated and analysed by exclusion chromatography on controlied pore glass
(CPG). The resulting chromatograms were analysed mathematically
(deconvolution) and the statistical evaluation of the data was done using the
multivariate method (factor and Pearson correlation analysis). Tillage led to a
decrease in the humic substances, but not in the total organic C content. Tillage
induced an increase in the relative proportion of humic substances with larger
molecular size, determined by chromatography, and for the fulvic acid/humic acid
ratio. This can be due to either a preferential degradation of large humic substances
or to the neo-synthesis of small humic substances due to the higher fresh-carbon
input, promoted by fertilization and liming of this initially poor soil. The used method
allowed the separation of gray humic acids in two distinct fractions, and the fraction
with the larger molecular size showed an unusual higher E4«/E¢ ratio, which was
explained by a small conjugation of aromatic rings. Fourier Transform Infrared
spectroscopy (FTIR) analyses of the chromatographic fractions were hindered by the
high content of the inorganic salts from the extractor (pyrophosphate) and of the
elution solution (borate). Even so it could be observed that the acid treatment of the
humic substances up to pH 2, which is a routine procedure in the classic method of
extraction and chemical fractionation, led to their alterations. A new method was
developed for extraction and physical fractionation (chromatographic) of the soil
organic matter extracted by a chelating ion exchange resin after the soil colloids
have been dispersed by ultrasonic vibration (resin/ultra-sound). This study was made
comparatively, exitracting the soil organic matter with pyrophosphate, resin and
resin/ultra-sound. The extracts were fractionated according to their molecular size
and analysed by CPG using 0.05 mol L' of potassium bicarbonate solution as eluent.
The method for recording the chromatogram of the estimated absorptivity by
ultraviolet absorbance yield a similar curve compared to the direct and destructive

measuring of organic C as presented in the literature. The ultrasonic treatment
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produced humic substances of higher purity than the pyrophosphate exfraction and
the resin extraction without pre-treatment. The pyrophosphate was the most efficient
extractor proceeded by resin/ultra-sound, and the efficiency of this method
increased in the soil with high clay contents. The ultraviolet-visible spectra of the first
two chromatographic fractions of larger molecular size, obtained from the exiracts
of all the samples and exitractors studied, presented broad absorption bands
centred in 470 nm. This band can be atirbuted to compounds like
hydroxyanthraquinone and that contributed to the high value of the E4/Es ratio of
the larger molecular size fraction, because in this fraction this band was more
intense. The exiraction of the soil organic matter by resin/ultra-sound and its
chromatographic fractionation is a suitable method for humic substances analyses
aond fractionation into classes of molecular sizes. The use of KHCOas solution as eluent,
followed by acidification up to pH 4 with HCI solution for transformation into KCI,
prevented the contamination of the fractionated humic substances with the
extractor and the buffer used for the elution. Therefore, subsequent FTIR and electron
paramagnetic resonance (EPR) measurements in the chromatographic fractions are
made possible. The chromatographic fractions of the humus presented a high
polysaccharide content and low of carboxyl groups, determined by FIIR. The first
two chromatographic fractions of larger molecular size, characterized by the broad
band centred in 470 nm, showed, additional to the typical sign of semiquinone, a
sign in g 1.9989 in the EPR spectrum, with a linewidth of 16 gauss that was not
saturated even with 200 mW of microwave power. This sign can be attfributed to the

anion or cation radical of hydroxyanthrasemiquinone.

Xvii



APRESENTACAO

A presente dissertagcdo envolve estudos relacionados ao efeito do cultivo
na matéria orgdnica do solo, aborda inclusive o desenvolvimento de um novo
meétodo de extragdo e fracionamento por cromatografia de exclusdo da matéria
organica do solo. Com a finalidade de tornd-lo mais diddtico, este trabatho foi
dividido em capitulos.

O capitulo | apresenta uma introdugdo geral do assunto em pauta e a
revisGo bibliografica pertinente.

No capitulo Il descreve-se os métodos utilizados para caracterizagdo das
amostras utilizadas, assim como uma rdpida descricdo das dareas estudadas e
metodologia de amostragem.

O capitulo Il trata da extracdo, quantificagdo e caracterizagdo
cromatogréfica da matéria orgdnica em cardater comparativo entre solos sob
diferentes sistemas de manejo, empregando-se método anteriormente em uso nos
laboratérios de Seibesdorf - Austria, onde parte do trabalho foi realizado.

O capitulo IV refere-se ao desenvolvimento de um novo método para
extracdo, caracterizacdo cromatogrdfica e fracionamento do humus do solo,
visando a obtencdo de amostras apropriadas para andlises subsequentes,
especialmente por espectroscopias de infravermelho com fransformada de Fourier
(IVTF) e ressondncia paramagnética eletrénica (RPE).

E o Gltimo capitulo trata especificamente dessas andlises, efetuvadas nas

fracdes cromatograficas do hUmus.
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CAPITULO I: INTRODUCAQ E REVISAO BIBLIOGRAFICA

.1 INTRODUCAOQO

A necessidade de preservagcdo ambiental tem sido enfatizada em diversas
esferas de discussdo e sua importdncia é inquestiondvel. A conservacdo do solo
adotando-se prdticas que reduzam a erosdo hidrica e edlica é louvavel e de
extrema necessidade. Neste sentido o plantio direto, além de minimizar as perdas
de solo, proporciona produtividades compativeis com a crescente demanda
alimentar da populacdo e pode vir a reduzir também as perdas de matéria
orgd&nica do solo minimizando a emissdo de CO2 & atmosfera.

A adocdo de praticas conservacionistas, como o plantio direto, aproxima o
agroecossistema da condicdo original e ideal que € o ecossistema natural, onde a
ciclagem dos elementos e a participagdo da matéria organica do solo é decisiva
para a sustentabilidade do sistema.

Diversos fatores de producdo agricola sdo controlados pela matéria
organica do solo e logo sofrem a mesma variabilidade sendo de dificil
quantificacdo e previsdo. A importancia da matéria orgdnica do solo € tal que hoje
j@ podemos considerd-la como um insumo essencial d produgcdo agricola.
Enfretanto, a enorme diversidade de materiais que dela fazem parte e a
diversidade de condicdes ambientais, que sGo preponderantes na sua formacdo,
levam & geracdo de um conjunto de compostos extremamente heterogéneo em

composicdo e consequentemente nas suas propriedades quimicas e fisicas.



Cabe ressaltar que a agronomia, e em especial a ciéncia do solo, tem-se
baseado em grande parte em resultados experimentais e semi-empiricos de dificil
generalizagdo. HaA, assim, a necessidade de trabalhos que priorizem o
entendimento dos conceitos bdsicos que regem o comportamento dos fatores de
produgdo.

Uma das maiores dificuldades enfrentadas pelos cientistas de solos para o
estudo do hiumus € a necessidade da sua extracdo do solo, o que pode levar a
alteracdes do material isolado. A procura do extrator ideal ainda estd longe de se
concluir, porém avangos na darea de instrumentagcdo e métodos analiticos tem
possibilitado o estudo do himus "in situ” ou seja sem a necessidade de isold-lo dos
constituintes minerais do solo. Mesmo assim na maioria dos casos ainda hd a
necessidade de estudar-se o hUmus isoladamente, e de preferéncia devidamente
fracionado em grupos © mais homogéneo possivel.

Baseado no exposto pretende-se quantificar e caracterizar a matéria
orgdnica do solo, mais especificamente as substancias humicas (SH), em carater
comparativo entre os sistemas de cultivo do solo e dreas ndo cultivadas, assim
como propor um novo método para extracdo e fracionamento do humus tendo-se

como meta principal minimizar as alteragdes do material obtido.



1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 O PLANTIO DIRETO

O plantio direto € uma técnica de cultivo conservacionista onde procura-se
manter o solo sempre coberto por residuos vegetais, cobertura esta que tem por
finalidade protegé-lo do impacto das gotas da chuva, do escorrimento superficial
e logo da erosdo hidrica e também edlica. Existem diversos sinbnimos ou termos
equivalentes para plantio direto: plantio direto na palha, cultivo zero, sem preparo
(“no-tillage”), cultivo reduzido entre outros. Efetivamente poderia-se considerar o
plantio direto como um cuitivo minimo, visto que o preparo do solo limita-se a uma
pequena dreqa, procedendo-se o preparo do solo, semeadura, adubagdo e
eventualmente aplicacdo de herbicidas a uma Unica operacdo. No piantio direto
o disturbio total do solo limita-se ao requerido para adequada colocagdo da
semente (JONES et al., 1968) e do fertilizante.

Os efeitos des’re sistema de cullivo nas propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas do solo j& foram reportados nos primeiros trabathos cientificos com esta
técnica. A efetividade do plantio direto em: evitar o selamento superficial,
decomrente do impacto das gotas de chuva, reduzir o escomimento superficial de
Agua e perdas desta por evaporagcdo, além de preservar a estrutura do solo, ja foi
descrito por MOODY et al. (1961). A reducdo do escorrimento superficial de agua e
da auséncia de erosdo hidrica em dreas com 21% de declividade sob plantio
direto foi descrita por HARROLD e EDWARDS (1972). O efeito de estratificagdo de

nutrientes e matéria orgdnica do solo em dreas sob plantio direto por sua vez ja foi



descrito por SHEAR e MOSCHLER (1949), e o acUmulo de raizes e biomassa nas
camadas superficiais do perfil do solo sob plantio direto foi descrito por LYNCH

(1984).

.2.2 UM BREVE HISTORICO DO PLANTIO DIRETO

Antes do advento dos herbicidas seria invidvel pensar-se em plantio direto,
logo o©os primeiros relatos de plantio direto foram concomitantes com o
desenvolvimento destes produtos. Em 1951 pesquisadores da DOW CHEMICAL
COMPANY reportaram o sucesso do uso de herbicidas no preparo do leito de
semeadura. Suas pesquisas também indicavam os efeitos positivos desta nova
técnica de cultivo, com pouco ou nenhum revolvimento do solo, na conservagao
do solo e da umidade. Em Nova Jersey (EUA) no inicio dos anos 50 usou-se
herbicidas como substituto para o cultivo em trabalhos de renovagdo de
pastagens. Na metade dos anos 50 relatou-se na Nova Zeldndia a produgdo de
morangos usando-se técnicas de plantio direto (PHILLIPS e YOUNG, 1973, p. 19). Em
1952 foi reportado o sucesso do cultivo de milho, soja e linho sobre resteva de trevo
ladino tratado com 2,4 - D (derivados do dcido 2,4-diclorofenoxiacético) e outros
experimentos com DALAPON (&cido 2,2-dicloropropidnico) (JONES et al., 1968). A
primeira producdo bem sucedida de milho sob plantio direto foi obtida nos
primeiros anos de 1950 (DICK et al., 1991). Em 1960 MOODY et al. (1961) instalaram
um experimento com plantio direto de milho na Virginia (EUA).

As primeiras citacoes brasileiras sobre a necessidade de uma agricultura

baseada em sistemas conservacionistas, no caso o cultivo minimo, datam de 1961.



Em 1969 instalou-se, em N&o-Me-Toque - RS, o primeiro experimento com plantio
direto no Brasil, semeando-se sorgo sobre resteva de inverno. Entretanto, devido &
destruigdo da maquina, empregada para o plantio, em um incéndio ndo se deu
continvidade ao trabalho (BORGES, 1993, p. 13). Os primeiros experimentos com
plantio direto em trigo foram realizados em 1971 e 1972 pela Missdo Agricola
Alema em Llondrina - PR. Apds esta bem sucedida experiénciq, iniciava-se ainda
em 1971 experimentos com plantio direto de soja em Ponta Grossa - PR e a partir
de 1973 também com trigo (DERPSCH, 1984, p. 3-5). O primeiro agricultor brasileiro a
iniciar o plantio direto a campo provavelmente tenha sido Herbert Bartz em
Rolandia - PR no ano de 1972 (BORGES, 1993, p. 15). Atualmente esta técnica de

cultivo estd em franca expansdo.

.2.3 A ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA

ELETRONICA (RPE)

A RPE ou EPR (Electron Paramagnetic Resonance) € um ramo da
espectroscopia na qual a radiagcdo, na frequéncia de microondas, € absorvida por
moléculas, ions ou dtomos possuindo elétrons com spins desemparelhados - centros
paramagnéticos (DRAGO, 1992, p. 360) quando estes sdo submetidos a um campo
magnético. A técnica de RPE baseia-se na existéncia de um momento magnético
liquido de spin associado ao elétron (PARISH, 1990, p. 168). Esta técnica concerne a
deteccdo de elétrons desemparelhados e a caracterizagdo de seu ambiente
quimico. Substancias diamagnéticas, ou seja aquelas que ndo possuem elétrons

desemparelhados, ndo podem ser detectadas por RPE, e portanto ndo interferem



nos experimentos envolvendo substancias paramagnéticas.

Com a RPE pode-se analisar, ndo destrutivamente, amostras sélidas, liquidas,
gasosas e em solugdo. Por ndo haver a necessidade de grandes quantidades de
amosiras os experimentos realizados em Banda-X utilizam tubos de quartzo de
poucos milimetros de diGdmetro que sdo preenchidos com poucos milimetros de
altura de amostra. E uma técnica exiremamente sensivel e sob condicdes
favoraveis o limite de deteccdo para centros paramagnéticos encontra-se no
intervalo de 10" a 102 spins g'!, 0 que equivale a parte por bilhdo. A resolugdo
porém é perdida quando os centros paramagnéticos estdo proximos o suficiente
para que ocorra significante interacdo dipolar entre eles. Logo esta técnica aplica-
se, primariamente, a caracterizacdo de espécies magneticamente diluidas
(GOODMAN e HALL, 1994, p. 173). A diluicdo de amostras sdlidas ndo € obtida pela
simples mistura com um pd “silencioso” (diamagnético) em RPE. Ha a necessidade
da diluicdo dos centros paramagnéticos ao nivel molecular. No caso de solugoes,
solventes com alta constante dielétrica (p. ex. dgua) ndo sdo recomendados, pois
ocomrem perdas de poténcia da microonda aplicada pela interagcdo do solvente
com a componente elétrica desta, assim como agquecimento e outros problemas
(PARISCH, 1990, p. 170), porém é possivel a aquisicdo de espectros nestas
condig¢des utilizando-se “cubetas” especiais.

A maioria dos experimentos em RPE sdo efetuados a frequéncia de cerca de
9 GHz, que é conhecida como banda-X de frequéncia, e de 35 GHz (banda-Q).
Estas frequéncias foram escolhidas pois equipamentos utilizando-as jaG haviam sido
desenvolvidos & partir de radares marinhos (9 GHz) e de aeroporto (35 GHz)

(PARISCH, 1990, p. 169). H4, no entanfo, experimentos executados em outras



frequéncias de microondas tais como de 1 a 2 GHz (banda-L), 3 a 4 GHz (banda-§),
24 GHz (banda-K), 50 GHz (banda-V) e 95 GHz (banda-W).

As espécies paramagnéticas mais comumente observadas incluem radicais
livres orgdnicos, complexos metdlicos paramagnéticos, e estados tripletos
excitados de moléculas diamagnéticas (BUNCE, 1987).

Geralmente o©s espectros de RPE sdo adquiridos na forma de primeira

derivada do espectro de absor¢ao (figura 1).

FIGURA 1 - REMOCAQ DA DEGENERESCENCIA DOS ESTADOS DE SPINS POR UM CAMPO
MAGNETICO (EFEITO ZEEMAN)

m =2
E=-1/204,8

— Quvade dosorgto
— RAimeira derivada
— Segunda derivada

Intersidade

A resolugdo pode ser melhorada pela aquisicdo do espectro em segunda
derivada (PARISCH, 1990, p. 171), entretanto a relacdo sinal-ruido em
espectroscopia diminui geometricamente com sucessivas derivacdes (STARSINIC,

1984).



1.2.3.1 O Hamiltoniano de spin

A simples aquisicdo de um espectro de RPE ndo fornece muitas informacodes
estruturais e quimicas da amostra em estudo. Para obter tais informagdes, uma vez
que o espectro foi adquirido, € necessdrio representd-lo matematicamente e
encontrar valores para pardmetros que possam ser relacionados aos detalhes
quimicos e estruturais da amostra, tais como natureza dos radicais livres, espécies
metdlicas e estado de oxidagdo, simetria do sitio paramagnético e ligagcoes
quimicas envolvidas, assim como outras informagdes (SENESI, 1990, p. 82-83). Na
pratica ainda é possivel simplificacdes através de comparagdes com dados
disponiveis na literatura.

O operador quantico “Hamiltoniano de spin” & uma representagdo
matematica conveniente do espectro de RPE. Se for possivel ajustar um
Hamiltoniano de spin para um espectro experimental, pode-se utilizar os
pardmetros obtidos para se fazer inferéncias a respeito das propriedades quimicas
e estruturais da amostra em estudo (SENESI, 1990, p. 83}. O Hamiltoniano € uma
descricdo fenomenoldgica pela qual o espectro de RPE pode ser descrito em
termos de um pegueno nUmero de pardmetros. Uma vez que estes pardmetros sGo
determinados experimentalmente, cdlculos relacionando estes parGmetros, a
configuracdo eletrdnica e o estado de energia do centro paramagnético sdo

geralmente possiveis (DRAGO, 1992, p. 572).



Para os objetivos deste trabalho hd a necessidade de se discutir apenas

alguns termos do Hamiltoniano de spin:
H=(gB.S,+g8,85,+gB,8)+(A. S 1.+4,5,1,+4,8,1,) (1)

onde o primeiro termo corresponde a interacdo eletrdnica Zeeman e o segundo

termo a interacdo hiperfina. Este Hamiltoniano de spin inclui termos contendo os

n n n

operadores de spin eletrdnico (S,.§5, e §,) e os operadores de spin nuclear

(1..1, e I,) (SENESI, 1990, p. 83).

A partir do espectro experimental estima-se o fator-g e, eventualmente, a
constante de interacdo hiperfina (A) que serdo discutidos nas se¢cdes subsequentes.
De posse destes valores e com o auxilio deste Hamiltoniano pode-se inferir sobre o
ambiente quimico em que se encontra o elétron desemparelhado.

Um segundo Hamiltoniano de importdncia para este estudo serd o

Hamiltoniano de separacdo de campo zero (DRAGO, 1992, p. 392):

A2 ]/\/\ A2 A2

H=D(S, IS HEES, -S.) )

z

Este Hamiltoniano, por sua vez, inclui termos contendo apenas os operadores de

~Noon

spin eletronico e a interagdo entre spins (S-S ). Deste Hamiltoniano pode-se estimar

os par@metros D e E que serdo discutidos na segdo 1.2.3.5.
1.2.3.2 A interacdo eletrénica Zeeman

O fendmeno fisico bdsico implicito a espectroscopia de RPE & o efeito

Zeeman (figura 1), que envolve a interagdo entre o spin de um elétron
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desemparelhado e um campo magnético externo (SENESI, 1990, p. 78). Ele estd
representado no primeiro termo do Hamiltoniano de spin dado. Elétrons ndo
submetidos a campos cristalinos ou magnéticos externos estdo alinhados
aleatoriamente e os dois estados de spin ([ms= + 1/2) sGdo equivalentes em energia,
ou seja, estdo degenerados. Porém na presenca de um campo magnético externo
eles assumem 2 S + 1 (multiplicidade) diferentes orientagdes, distinguidas pelo
ndmero quantico m;, onde § é o spin total resultante. No caso aqui discutido tem-se
que a multiplicidade € igual a 2, dados por ms = +1/2 e ms = -1/2. A energia relativa
destes dois niveis € proporcional ao campo magnético aplicado e € dada por:

ms =g ua B ms (3)
onde us € o magneton de Bohr (9,2731 x 1024 J/T) e B o campo magnético. A
separacdo de energia entre os estados de spins € chamada de separagdo
leeman e a constante de proporcionalidade, g, € conhecida como fator-g ou
valor-g. Ele tem um valor de 2,0023 para um elétron livre hipotético, porém, em
sistemas quimicos o elétron desemparelhcdo ocupa um orbital que pode ser mais
ou menos localizado em um dtomo simples ou pode ser grandemente
deslocalizado na molécula ou radical. O fator-g reflete a natureza deste orbital. Ele
pode variar de acordo com a orientacdo do orbital contendo o elétron
desemparelhado em relagdo ao campo magnético externo aplicado
(anisotropia). Portanto, trés valores caracteristicos, gx, gy € gz podem ser obtidos, e
estes valores fornecem informagoes a respeito dos eixos principais de simetria dQ
orbital contendo o elétron desemparelhado. No caso de simetria axial, g«=gy
ambos sdo designados por g;, e g: € designado gi (GOODMAN e HALL, 1994, p.

174-175).



Em solugdo as moléculas possuem movimento de rotagdo, e quando esta
agitagdo térmica atinge taxas consideravelmente maiores do que a frequéncia de
operagdo do espectrédmetro qualquer anisotropia é promediada a zero durante o
tempo requerido para excitar-se o sistema e em qualquer instante o conjunto de
moléculas terd todas as possiveis orientagcdes em relacdo ao campo magnético
externo, e o espectro resultante serd “aparentemente” isotrépico e terd apenas um
fator-g.

Quando a solucao é congelada, ou se a amostra é um pd, todas as possiveis
orientacdes ocorrerdo aleatoriamente, contudo as posigdes moleculares sdo
mantidas. Cada molécula com uma orientacdo particular tem seu préprio fator-g e
o espectro resultante € a soma do espectro individual de cada molécula. No caso
de simetria axial, em base puramente estatistica, haverd poucas moléculas com o
eixo principal de simetria paralelo ao campo magnético externo, e muitas
perpendiculares, de modo que a intensidade de absor¢cdo do sinal correspondente
ao gi serd minima, e em primeira derivada passard por um madaximo, enquanto a
linha do g, passard por zero e serd de maior intensidade (PARISCH, 1990, p. 177).

Substituindo-se os nGmeros qudnticos de spin na equagdo (3), tem-se os
valores de energia para cada estado (£1/2 g us B), sendo que o nivel de menor
energia em RPE corresponde ao valor de m: = -1/2, no qual os elétrons estGo
alinhados paralelamente ao campo magnético externo. No caso de ms = +1/2 os
elétrons estdo alinhados antiparalelamente ao campo magnético externo. A
separacdo de energia entre os dois estados serd de:

AE =g B (4)

A separacdo de energia AE aumenta linearmente com o aumento de B {(figura 1).
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Transicdes de dipolo magnético podem ocorrer, entre os dois estados de spins, do
de menor energia para o de maior energia, quando faz-se incidir radiacdo
eletfromagnética cujos fétons possuem energia hv igual a AE, como mostrado
abaixo:

hv = AE =g usBo (9)
Esta equagdo representa a condi¢cdo de ressondncia num experimento de RPE
(SENESI, 1990, p. 79-80).

Para a aquisicdo de um espectro de RPE a amostra é colocada dentro de
uma cavidade ressonante com dimensdes ajustadas & frequéncia de microondas
utilizada e torna-se impossivel variar a frequéncia sem variar as dimensdes da
cavidade. Logo, por questdes praticas, € mais conveniente submeter a amostra a
radiacdo de microondas com frequéncia fixa e conhecida e variar B (PARISCH,
1990, p. 169). Isto provoca a variacdo de AE até que a condicdo de ressondncia ,
dada pela equacdo (5), seja atingida e ocorra a transicGo de spin com a absorgdo
de energia que é detectada pelo equipamento.

A absorcdo de energia vai ocorrer somente quando a populagdo de spins
do nivel de menor energia (ms = -1/2) for superior & populagdo de spins de maior
energia (ms = +1/2). Quando a populagdo do nivel de spins de maior energia for
superior, o sistema estard num estado de saturacdo. A razdo das populagdes de
spins entre os niveis submetidos a um campo magnético externo em equilibrio
térmico e sem a aplicagdo de microondas, pode ser satisfatoriamente descrita
pela distribuicdo de Boltzmann:

n*/n-= exp(-hv/kT) = 1 - g ns B/KT (6)

onde n* e n- sdo as populacdes dos niveis de maior energia e menor energia
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respectivamente, k € a constante de Boltzmann e T a temperatura absoluta da
amostra em estudo (GOODMAN e HALL, 1994, p. 174). Pode-se perceber que
diminuindo a temperatura da amostra consegue-se popular o nivel de menor
energia aumentando a intensidade do sinal.

Se o elétron promovido ao nivel de maior energia retornasse ao seu estado
fundamental emitindo radiacdo ndo seria possivel detectar a absorcdo liquida de
energia pois cada féton absorvido seria reemitido. Existem porém acoplamentos
entre os spins € o meio atémico circundante que possibilitam a transferéncia de
energia sem a emissdo de um féton durante a transicdo do spin de volta para o
nivel inferior. Este processo € denominado de relaxagdo spin-rede, e possui um
tempo caracteristico (i) dependente dos acoplamentos existentes (COELHO NETO,
1992, p. 39-40). A taxa de transigdo do nivel de menor energia para o de maior
energia ndo pode exceder a taxa de relaxagdo de volta para o estado
fundamental pois neste caso haverd a saturagdo do sistema (SENESI, 1990, p. 86-
87). Por outro lado a largura de uma linha espectral estd inversamente relacionada
ao tempo de relaxagdo quanto maior a taxa de relaxagdo (DRAGO, 1992, p. 96},
ou seja menor Ti, mais larga serd a linha de RPE, perdendo-se resolugcdo e até
mesmo impossibilitando o registro do espectro. Ambas as situagdes,
eventualmente, podem ser contornadas diminuindo-se a temperatura do sistema,
pois ho primeiro caso aumenta-se a populacdo do nivel de menor energia e no

segundo aumenta-se Ty.



1.2.3.3 A inferagdo nuclear hiperfina

Tanto prétons como néutrons possuem nimeros quanticos de spin (+1/2) e,
dependendo de como estas particulas estdo no nicleo, pode-se ou ndo ter um
nimero qudntico de spin nuclear (I} diferente de zero (DRAGO, 1992, p. 211).
Atomos com o nUmero de prétons (Z) e de massa (A) pares possuem | = 0;

exemplos: '2C, '$O. No caso em que Z for impar e A for par o | serd inteiro;
exemplos: ‘;N (I=1), "B (I = 3) e no caso em que A for impar o ndmero quantico |
serd semi-inteiro como exemplos 7 Al (1 = 5/2), 'H (1 = 1/2) (GIL e GERALDES, 1987,

p. 41). Spins nucleares desemparelhados produzem um momento magnético
nuclear e as diferentes orientagdes deste, quando submetido a um campo
magnético externo, sdo indicadas pelo nimero quantico de momento de spin
nuclear (mi), o qual € dado pelos seguintes valores: |, I-1,..., (-I+1), -l. Quando I = 1/2,
m; = 1/2 correspondentes ao alinhamento do momento magnético paralelo e
antiparalelo ao campo magnético externo. Quando | = 1, os valores de m) serdo 1,
0 e -1, comespondentes respectivamente ao alinhamento paralelo, perpendicular e
antiparalelo ao campo, ou seja, para o caso do nucleo o valor positivo € o de
menor energia (DRAGO, 1992, p. 212). Quando o elétron desemparelhado
pertence a um atomo com spin nuclear liquido diferente de 0, por exemplo | = 1/2,
e esta amostra for submetida a um campo magnético externo, este elétron estara
submetido também a um campo magnético inerente do dtomo que pode ser
somado (my positivo) ou subtraido (mi negativo) ao campo externo, ou seja, o
campo magnético efetivo experimentado pelo elétron desemparelhado serd a

soma do campo magnético aplicado e o campo magnético local gerado pelo



spin nuclear. Este efeito estd representado pelo segundo termo do Hamiltoniano de
spin dado pela equacdo (1). Neste caso a linha de RPE serd dividida em duas
linhas, e a separa¢do destas linhas comesponde ao valor da constante de
interacdo hiperfina (A). O nimero de linhas da interagdo hiperfina € dado pela

multiplicidade dos estados de spin nuclear: (2 1+ 1).

1.2.3.4 Regras de selegdo

As condicdes para que a matéria absorva radiagcdo eletromagnética estdo
sumarizadas nas regras de selecdo. As transicdes que sGo possiveis, de acordo com
estas regras, sdo chamadas de permitidas, enquanto as transicdes que ndo
obedecem estas regras sdo chamadas de proibidas. E importante ressaltar
entretanto, que o termo proibido refere-se a regras estabelecidas para um modelo
simples, de modo que transigdes proibidas podem ocorrer por mecanismos ndo
incluidos neste modelo simples. Porém, a intensidade de absorgcdo ou emissdo que
ocorre com uma transicdo estd relacionada & probabilidade deste evento
(fransicdo) ocormer. Quanto mais provavel for o evento mais intensa serd a
absorcdo, de modo que, transicdes proibidas sdo de baixa probabilidade e dao
absorgdes de muito baixa intensidade (DRAGO, 1992, p. 95).

As regras de selecdo para RPE sdo: Ami =0 e Ams = £ 1. Ou seja, as transicoes

nucleares e de mais de um spin eletrénico sdo pouco provaveis.



1.2.3.5 A separagdo de campo zero (interagcdo fina)

No caso em que ions ou moléculas apresentem mais de um elétron
desemparelhado préximos (S > 1/2) haverd uma interac@o entre os momentos
magnéticos destes elétrons. O campo magnético efetivo experimentado pelos
elétrons desemparelhados serd a soma do campo magnético aplicado € o campo
magnético local gerado pelofs) spin(s) eletrénico(s) do(s) outro(s) elétron(s)
desemparelhado(s). Esta interacdo magnética dipolo-dipolo remove a
degenerescéncia (provoca a separacdo de energia entre os estados de spin)
mesmo na auséncia de campo magnético externo. Esta quebra de
degenerescéncia € chamada de separacdo de campo zero. Nestes casos os
pardmetros do Hamiltoniano de campo zero podem ser representados por duas
constantes independentes, que sdo os pardmetros de campo cristalino E (distor¢gdo
rébmbica) e D (distorcdo axial). Assim, no caso de simetria axial E = 0, e para simetria
cUbica ndo se observa a separagdo de campo zero, ou seja, D = E = 0 (DRAGO,

1992, p. 391-392).

1.2.4 A MATERIA ORGANICA DO SOLO

Desde a Antiglidade o homem reconhecia a importancia da matéria
orgdnica do solo e curiosamente, o préprio termo quimica pode ter surgido
relacionado & matéria organica do solo. Nas margens do rio Nilo, depois das
enchentes, as terras ribeirinhas ficavam cobertas por uma camada de material

orgdnico escuro trazido das florestas da Africa por onde o rio passava, material
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organico este, que garantia a fertilidade do solo. Os egipcios chamavam aquela
terra preta de Khemn, e segundo alguns autores, foi de onde se originou a palavra
drabe alquimia, que depois transformou-se na palavra guimica (GLACKIN, 1976).

Os efeitos benéficos do himus sobre as propriedades quimicas, fisicas e
bioldgicas do solo e no desenvolvimento das plantas, com reflexos nas
produtividades atuais e a longo prazo das culturas assim como na preservagdo do
ambiente sGo bem conhecidos e documentados (STEVENSON, 1982, p. 17-22; DARST
e MURPHY, 1989; BUFFLE, 1990; SCHNITZER, 1991; LOVLEY et al., 1996; PICCOLO et al.,
1997).

Estimativas da massa total de C orgdnico do solo variam de 1,22 x 10'® g de
C (SOMBROEK et al., 1993) a 2,456 x 10'8 g de C (BATJES, 1996). Este reservatdrio, que
excede a quantidade em todos os demais reservotérios-superﬁciois interage com a
atmosfera e afeta seu conteltdo em CO:2 (BOHN, 1982), logo a estabilidade da
matéria orgdnica do solo e os efeitos da atividade humana sobre ela devem ser
levados em consideragdo ao pensar-se na elevagdo da concentragdo de CO:q
atmosiérico (SCHNITZER, 1991; BORIN et al., 1997; REICOSKY et al., 1997).

Devido & diversidade de conceitos relativos & matéria organica do solo,
torna-se importante descrever um que serd adotado neste trabalho. Considera-se a
matéria orgénica do solo como sendo a soma total de todas as substancias
contendo C orgdnico (SCHNITZER, 1991), incluindo organismos vivos que
geralmente ndo excedem 4% do C orgdnico do solo (THENG et al., 1989). Os
componentes ndo vivos sdo divididos em matéria macrorgdnica ou fragdo leve,
que é separada por flotacdo, e hUmus (THENG et al., 1989). A primeira € composta

de residuos animais e vegetais submetidos & fragmentacao fisica. O hiumus por sua
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vez constitui-se de uma mistura de compostos vegetais e animais em varios estagios
de decomposicdo e substancias organicas sintetizadas quimica e biologicamente.
Este material complexo pode ser dividido em subst@ncias ndo hUmicas, que
compreendem substancias orgdnicas de composicdo definida e pertencentes a
grupos bem conhecidos da quimica organica, e SH, que sdo mais estdveis e
compreendem a maior por¢cdo da matéria orgdnica do solo (SCHNITZER, 1991). As
SH sdo compostos poliméricos produzidos através da acdo microbiana que difere
de biopolimeros na sua estrutura e pela sua longa persisténcia no solo (SPOSITO,
1989, p. 48), sendo entretanto, mais cometo defini-las como compostos
macromoleculares, visto que ndo apresentam subunidades (mondmeros) que se
repetem como seria o caso para polimeros. As SH sdo amorfas, de cor escura,
parcialmente aromdticas, principalmente hidrofilicas e quimicamente complexas.
Comportam-se como materiais polieletrdlitos, com um peso molecular variando de
poucas centenas a diversos milhares de unidades de massa atdmica (SCHNITZER e
KHAN, 1972, p. 3).

Operacionalmente falando, as SH podem ser divididas em dacidos himicos
(AH), filvicos (AF) e humina que sdo similares em estrutura e composicGo porém
diferem nas reacoes (KABATA-PENDIAS e PENDIAS, 1985, p. 45).

Uma das propriedades importantes do himus € a capacidade deste de
formar complexos e quelatos com ions metdlicos do solo, tanto nutrientes como
téxicos, podendo até mesmo controlar sua disponibilidade para as plantas (PIONKE
e COREY, 1967; MILLER e MC FEE, 1983; GERRITSE e VAN DRIEL, 1984; POHLMAN e

McCOLL,1988; GERKE, 1992; MATZNER, 1992; DOBROVOL'SKI, 1997).



A capacidade do himus de acumular elementos tracos € de grande
importancia na biogeoguimica destes (KABATA-PENDIAS e PENDIAS, 1985, p. 47). Ao
considerar-se o perfil do solo como prisma de paisagem, tem-se que a camada
superficial de hiumus pode agir como uma barreira geoquimica levando ao
enriquecimento principalmente de elementos tragcos. De modo geral, em solos
minerais, pode-se esperar que mais de 50% do total dos elementos tragos esteja
associado ao humus (KABATA-PENDIAS e PENDIAS, 1985, p. 48). O alto conteddo de
himus nos solos gera, porém, uma complexa influéncia no comportamento dos
elemerh‘os tracos, podendo tanto fixad-los levando ao seu enriquecimento
geoquimico guanto mobilizd-los através da formagdo de complexos organo-
metdlicos solgveis de baixo peso molecular, pois dcidos orgdnicos oriundos da
liteira sGo conhecidos por mobilizar metais pesados nos solos (KABATA-PENDIAS e
PENDIAS, 1985, p. 48; POHLMAN e McCOLL,1988).

Estas propriedades evidentemente dependem da quantidade e qualidade
do himus presente no solo, que por sua vez dependem do material que o originou
e das condi¢cdes ambientais sobre as quais foi formado (STEVENSON, 1982, p.1-7). A
esse respeito um dos pontos onde o homem pode intervir € quanto a adogdo de
praticas conservacionistas como o plantio direto (HAVLIN e SCHLEGEL, 1989;
KARLEN, 1989). Este sistema de cultivo aproxima o agroecossistema da condigdo
original e ideal que é o ecossistema natural (BLEVINS et al., 1977), onde a ciclagem
dos elementos e a participacdo da matéria organica do solo é decisiva para a
sustentabilidade do sistema e com a manutengdo de altas produtividades com o
retorno da maior quantidade possivel de residuos vegetais ao solo observando-se a

adequada reposicdo de nutrientes (MAPLES, 1989).
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Quanto a quantidade de matéria organica do solo em funcdo do sistema
de cultivo adotado o assunto é controverso (STALEY et al., 1988; FRANZLUEBBERS e
ARSHAD, 1996). Entretanto diferencas qualitativas e na distribuicdo da matéria
orgdnica no perfil do solo sGo bem estabelecidas (AKENTYEVA e CHIZHOVA, 1986;
MERTEN e MIELNICZUK, 1991; NASCIMENTO et al., 1991; ROTH et al., 1992; MARTIN
NETO et al., 1994; ANGERS et al., 1997; BAYER e MIELNICZUK, 1997; NOVOTNY et al.,
1997q). JA para os sistemas florestais as diferencas em relagdo aos sistemas
agricolas ocorrem em quantidade, qualidade e acUmulo superficial (STEVENSON,
1982, p. 4-5; BEYER et al., 1992).

Visto que os métodos tradicionais de determinagcdo da disponibilidade de
certos nutrientes e elementos toxicos nem sempre sdo eficientes em refletir sua real
biodisponibilidade (PAVAN e MIYAZIAWA, 1984), principalmente em relagGo ao
plantio direto (WALTERS et al., 1992), hd a necessidade de uma maior compreensdo
dos mecanismos que regulam a atividade dos elementos na solugdo do solo e
logo na sua disponibilidade para as plantas. Esta compreensdo passa pela
especiacdo das interagcdes dos elementos de interesse (nutrientes ou tdxicos) com
os demais componentes do solo, principalmente com os AH(MANGRICH, 1993,
p.78), visto que as SH representam a fracdo da matéria organica do solo mais
abundante, e mais ativa quimica e biologicamente (SENESI, 1990, p. 78; BUFFLE,
1990).

Como a matéria organica do solo é muito complexa, devido ao fato de ser
formada por compostos muito diferentes, a relacdo entre as caracteristicas da
matéria orgdnica do solo e prdticas de manejo € pobremente compreendida

(WANDER e TRAINA, 1996).
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A caracterizagdo do humus pode ser realizada por diversas técnicas tais
como andlise elementar, espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis),
infravermelho (IV), infravermelho com transformada de Fourier {IVTF), ressondncia
magnética nuclear (RMN), ressondncia paramagnética eletrénica (RPE), difragcdo e
fluorescéncia de raio X, microscopia e difragdo eletrdnica, medidas de peso
molecular entre outros (MARTIN NETO et al.,, 1991). No Brasil a caracterizagcdo
analitica detalhada da matéria orgdnica do solo € ainda incipiente, como se
constata ao se consultar publicacdes em periddicos nacionais (Revista Brasileira de
Ciéncia do Solo e Pesquisa Agropecudria Brasileira) e trabalhos apresentados nos
Ultimos Congressos Brasileiros de Ciéncia do Solo {Goidnia -~ 1993, Vicosa - 1995 e Rio
de Janeiro - 1997), ao contrdrio do que ocorre em outros paises, onde a
caracterizacdo da matéria organica do solo é efetuada com o uso de RMN, RPE,
IVTF, UV-Vis, pirdlise e outros, com expressiva quantidade de resultados (BEYER, 1996;
CHESHIRE e McPHAIL, 1996; PRESTON, 1996; CELI et al., 1997; SCHULTEN e SCHNITZER,
1997; WILCKEN et al., 1997), inclusive estudando-se a matéria orgdnica proveniente
de solos brasileiros (LESSA et al., 1996).

A técnica de RPE é quase a Unica, entre os métodos de laboratdrio para a
investigacdo de complexos organo-metdlicos, que fornece informacgdes estruturais
sem artificios ou condicdes experimentais restritivas (SAAR e WEBER, 1982 citados
por SENESI et al., 1985}, porém uma de suas limitagdes € a necessidade de haver

paramagnetismo no metal em estudo.

* Saar, R.A., J.H. Weber. 1982. Fulvic acid: Modifier of metal-ion chemistry. Environ. Sci.
Technol. 16:510A-517A.
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A alta estabilidade dos complexos organo-metdlicos de Cu e Fe e menor de
Mn (KABATA-PENDIAS e PENDIAS, 1985, p. 47) pode ser explicada pelos resultados
obtidos por RPE em trabalhos de SENESI et al. {198%9b) e TAM et al. (1991).

Em solos minerais, os componentes orgdnicos e inorganicos sdo intfimamente
associados, e geralmente &€ necessdrio primeiro separa-los para se poder estudd-los
em maiores detalhes (SCHNITZER e KHAN, 1978, p. 3). Um dos maiores problemas
enfrentados para o estudo do himus € a necessidade da extragdo deste do solo.
De acordo com STEVENSON (1982, p. 37) o método ideal de extragcdo das SH seria
aquele que: (a] levasse ao isolamento do material inalterado; (b) fornecesse um
extrato livre de contaminantes inorgdnicos e com fracdes representativas de toda
a amplitude de pesos moleculares; (c) fosse um método aplicavel a todos os solos.
Em adicdo haveria a necessidade de um extrato livre de impurezas organicas co-
adsorvidas nas SH “verdadeiras” (STEVENSON, 1982, p. 37-38; DANNEBERG, 1973).

O método cldssico de extragcdo de himus do solo por solubilizagdo com
dlcali tem sido criticado. As principais desvantagens deste método sdo
(STEVENSON, 1982, p. 38): (a) a dissolucdo da silica mineral e de tecidos organicos
frescos que contaminariam o extrato; (b) a autoxidagdo de alguns constituintes
orgdnicos no contato do exirato com o ar; (¢} além de outras alteragdes quimicas
que poderiam ocorrer em meio alcalino.

Entre os extratores “brandos” propostos para substituir a base forte NaOH
estdo os sais neutros, especiaimente NasP207 (BREMNER e LEES, 1949; NOVOTNY et
al.,, 1997q). Entretanto, na revisdo bibliografica de SCHNITZER e KHAN (1978, p.4)
afrma-se que NasP.07 é dificil de ser removido do material hUmico durante a

purificaggo.
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O carbono orgdnico do solo extraido por resina trocadora catidnica consiste
de SH (DORMAAR, 1974; HERMANN e GERKE, 1992). A extracdo com resina
trocadora catidnica é muito cuidadosa, sem grandes inclusdes de artefatos, e
fornece SH relativamente “puras” (NOVOTINY et al., 1997b), porém, o exirato
apresenta um alto conteldo de cinzas (DANNEBERG, 1973). A pureza refere-se &
auséncia de substancias ndo hUmicas acomponhonfes e ndo a auséncia de
complexos organo-minerais (KUTSCH, 1985). Assim mesmo, ROSELL et al. (1971)
encontraram que resina € um extrator mais indicado do que NaOH e Na«P20;.

A dispersdo dos coldides orgdnicos por vibragdo ultra-sdnica da suspensdo
do solo aumenta a extracdo de material organico por NaOH, NasP207 (SCHNITZER e
KHAN, 1978, p. 5) e resina (NOVOTNY et al., 1997b).

Diversos métodos, fisicos e quimicos, tém sido recomendados para o
fracionamento da matéria orgdnica do solo (SCHNITZER e KHAN, 1978, p. 5-7).
Também aqui, uma possivel desvantagem de métodos quimicos € que pode-se
modificar a matéria orgdnica do solo extraida. A cromatografia de exclusdo em
vidro de porosidade confrolada (CE-VPC), para a separagdo de misturas de
subst@ncias organicas, apresenta algumas vantagens em relagdo aos cldssicos géis
orgdnicos: ela é relativamente inerte & maioria das substéncias (DANNEBERG, 1977,
p. 15-18) e permite fluxos 5 a 10 vezes maiores (GERZABEK e ULLAH, 1989). Um
problema do emprego da CE-VPC para o fracionamento é a contaminagdo do

material obtido pela solucdo tampdo utilizada como eluente.
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1.3 OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram quantificar e caracterizar a matéria
orgdnica do solo em carater comparativo entre solos sob diferentes sistemas de
manejo, assim como propor um novo método para a extragdo, fracionamento e
caracterizagcdo espectroscépica da matéria orgdnica do solo com a minima

alteracdo e que produza um material “limpo” para andlises por IVTF e RPE.
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CAPITULO 1l: DESCRICAO DAS AREAS ESTUDADAS, METODOLOGIA DE

AMOSTRAGEM E CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Il.1 LOCALIZACAQ, DESCRICAO E HISTORICO DAS AREAS

As dreas selecionadas para este estudo estdo localizadas na regido de
Campos Gerais, situada inteiramente no Segundo Planalto Paranaense ou Planalto
de Ponta Grossa. Este constitui-se de uma regido suavemente inclinada, a partir da
escarpa Devoniana, onde as altitudes atingem cotas de 1200 m, indo merguihar a
oeste em altitudes de 700 a 800 m, sob a escarpa Mesozdica da Semra Geral
(MAACK, 1981).

A vegetacdo original de ambas as dreas estudadas era de Campo Nativo,
caracterizada por extensos campos limpos (estepes de gramineas baixas), como
formas relicticas de um clima primitivo semi-arido do Pleistoceno, constituindo
portanto a formagao floristica mais antiga ou primdria do estado do Parand
(MAACK, 1981). Segundo este mesmo autor, pode-se citar entre as espécies
predominantes mais relevantes: estepe subtropical de gramineas baixas
(Andropogon spp. e outras); floresta de galeria subtropical de araucdria, onde os
capdes se desenvolvem nas depressdes mais Umidas ao redor das nascentes,
expandindo-se nos declives afé unirem-se uns aos outfros, constituindo um
complexo maior de mata. Esta é dominada por pinheiros-do-Parand (Araucaria

angustifolig) associados com laurdceas ou canelas (Nectandra mollis), imbuia

(Ocotea porosq)., jacarandd cavitna (Dalbergea nigra) entre outras espécies;
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vegetacdo pantanosa de depressdes onde predominam as ciperdceas do

pantano (Cyperus lactus) e outras.

II.1.1 AREA SOB PLANTIO DIRETO, CULTIVO MINIMO E REFLORESTAMENTO COM

EUCALIPTO (PONTA GROSSA - PR)

As amostras de solo foram coletadas de um experimento de sistemas de
cultivo em Ponta Grossa - PR que incluia: uma drea reflorestada com Eucalipto e
um experimento de cultivo instalado hd 19 anos com cultivo minimo - grade leve
seguida de escarificador - e plantio direto. A parcela sob cultivo minimo foi
mantida sob plantio convencional entre 1977 e 1984 - arado de discos seguido de
duas gradagens leves.

A rotacdo de culturas incluia trigo, aveia, azevém, triticale e ervilhaca no
inverno com soja e milho no verdo.

Os nutrientes aplicados entre 1991 e 1995 nas dreas cultivadas sdo dados na
tabela 1.

TABELA 1 - NUTRIENTES APLICADOS POR ANO ENTRE 1991 E 1996 NAS AREAS CULTIVADAS

Cultura N P20s K20

Azevém 45 kg ha! - -

Triticale 81 kg ha! 90 kg ha! -
Trigo 81 kg ha! 90 kg ha! -
Milho 123 kg ha! 63 kg ha! 63 kg ha-!
Soja - 33 kg ha-! 33 kg ha-!

As coordenadas geogrdficas de referéncia sdo: 50° 04’ de longitude ceste e
25002’ de latitude sul.
O clima deste local enquadra-se, na classificacdo de Képpen, como Cfb:

clima subtropical Umido, mesotérmico, verdes brandos e invernos com geadas



27

severas demasiado freqlentes, sem estagcdo seca definida. Temperatura média
mensal no més mais quente menor do que 22° C e no més mais frio menor do que
18° C (IAPAR, 1978, p. 33). A precipitacdo pluviométrica e as temperaturas minima e
mdaxima didrias, nos Ultimos oito anos, sdo dados na figura 2.

FIGURA 2 - PRECIPTACAO PLUVIOMETRICA E TEMPERATURAS MINIMA E MAXIMA DIARIAS
OBSERVADAS NO MUNICIPIO DE PONTA GROSSA
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FONTE: Fundag¢do ABC para assisténcia e divulgagdo técnica agropecudria.

O solo pode ser classificado como latossolo vermelho-escuro, dlico,
distréfico, A proeminente, textura argilosa, derivado de material retrabalhado de

rochas sedimentares do periodo devoniano.

II.1.2 AREA SOB CAMPQO NATIVO (TIBAGI - PR)

As amostras de solo também foram coletadas de uma drea sob campo

nativo (vegetacdo original da regido) em Tibagi - PR.
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As coordenadas geograficas de referéncia sdo: 50° 25' de longitude oeste e
24° 31" de latitude sul.

O clima desta darea enquadra-se, na classificagcdo de Képpen, como Cfa:
clima subtropical Umido, mesotérmico, verdes brandos e invernos com geadas
menos freqUentes, tendéncia de concentragcdo das chuvas nos meses de verdo,
sem estacdo seca definida. Temperatura média mensal ho més mais quente maior
do que 22° C e no més mais frioc menor do que 18° C (IAPAR, 1978, p. 33). A
precipitacdo pluviométrica e as temperaturas minima e maxima didrias, nos Ultimos
oito anos, sdo dados na figura 3.

FIGURA 3 - PRECIPITAC@O PLUVIOMETRICA E TEMPERATURAS MINIMA E MAXIMA DIARIAS
OBSERVADAS NO MUNICIPIO DE TIBAGI
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FONTE: Fundagdo ABC para assisténcia e divulgacdo técnica agropecudria.

O solo pode ser classificado como latossolo vermelho-escuro, dlico, A
moderado, textura muito argilosa, derivado de material retrabalhado de rochas

sedimentares do periodo devoniano.



29

1.2 COLETA DAS AMOSTRAS DE SOLO E ANALISES DE ROTINA

Os solos foram coletados em 3 mini-trincheiras, perfazendo uma amostra
composta, de 0,8 m de largura X 0,5 m de profundidade em camadas de 0-5 cm,
5-10 cm, 10-20 cm e 20-50 cm. Nas dreas agricolas, as amostras foram coletadas
apds a colheita do milho e tomou-se ¢ cuidado de dispor as mini-trincheiras
perpendicularmente a duas linhas de plantio coletando-se a metade de cada
uma e a entrelinha. Este procedimento fora adotado visando coletar a maior
amplitude de variacdo dentro de cada amostra simples, visto que o espagamento
do milho foi de 0,8 m e da soja 0,4 m (cultura que antecedeu o milho no verdo
anterior). Tinha-se a certeza, com este procedimento, de coletar-se 1 sulco de
adubacdo recente para o milho e 2 para a soja, assim como o volume de
influéncia das raizes de 1 linha de milho e 2 linhas de soja, este procedimento foi
baseado nos estudos de distribuicdo de P em dreas cultivadas sob plantio direto
efetuados por KITCHEN et al. (1990).

Apds a coleta, os solos foram postos para secar ao ar em casa de
vegetacdo por 10 dias, a seguir foram moidos, passados por peneiras de 2 mm e
homogeneizados.

De cada solo pegou-se trés sub-amostras para a realizacdo das andlises
quimicas de rotina, segundo metodologia modificada de PAVAN et al. (1991),
granulométrica por Vettori completo (EMBRAPA, 1979), C orgdnico por combustdo
via Umida (PAVAN et al., 1991) e pelo método Walkley-Black (TEDESCO et al., 1985).

As amostras foram armazenadas em sacos pldasticos em “freezer” (-12° C) até

serem transportadas para os laboratdrios em Seibersdorf - Austria onde o humus do
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solo foi extraido com uma solugdo de pirofosfato de sédio (NasP207) a 0,02 mol L.
Este extrator € considerado brando gquando comparado a solucdes de NaOH
(STEVENSON, 1982, p. 39).

Para a extragdo foram usados 10 g de solo e 50 mlL da solugdo de Na«P207 a
0,02 mot L. Esta mistura foi mantida sob agitagdo em agitador orbital ajustado a
200 rom durante 16 h e entdo centrifugada a 17000 g por 20 min. O sobrenadante
foi filtrado em filtro faixa preta - 589! e completado com dgua bidestilada até 100
mL.

Efetuou-se as andlises de C e N totais e do humus extraido por pirofosfato,
apds este ter sido liofilizado, por combustdo via seca com um analisador Carlo Erba

C,NeS.

1.3 ANALISE MINERALOGICA

I.3.1 MATERIAL E METODOS

Uma amostra ({solo total moido em gral de agata) de Ponta Grossa € uma
de Tibagi foram caracterizadas quanto a mineralogia por difragdo de R-X segundo
método descrito por RIEDMULLER (1978) e por IVTF segundo RUSSELL e FRASER (1994,
p. 16).

A fracdo argila, separada por sedimentagdo (EMBRAPA, 1979), foi submetida
aos tratamentos de eliminagdo da matéria orgdnica, utilizando-se H202, e
eliminacdo dos éxidos de ferro livre pelo método ditionito-citrato-bicarbonato-DCB

(CAMARGO et al., 1986) e analisada por difragdo de raios-X (R-X) segundo



31

CAMARGO et al. (1986), por IVTF segundo RUSSELL e FRASER (1994, p. 16) e RPE
segundo GOODMAN e HALL (1994, p. 195-199). Andlises semi-quantitativa dos argilo-
minerais e de cristalinidade da caulinita foram efetuadas segundo RIEDMULLER
(1978).

As andlises de difragcdo de R-X foram efetuadas em difratémetro Philips
utilizando a radiagdo Cu-Ka (40 kV, 20 mA) com uma velocidade de varredura de
0,5° min'. Os espectros de IVIF foramm adquiridos em pastilhas de KBr (1:100)
utilizando-se um equipamento Perkin Elmer System 2000 FT-IR somando-se 20
varreduras com uma resolugdo de 4 cm!, numa faixa de 4000 a 400 cm! e os de
RPE, foram adquiridos em Banda-X (~ 9,7 GHz), em um espectrometro Bruker
ESP300E, utilizando modulagdo de 100 kHz, a temperatura ambiente (300 K) e a

temperatura de nitrogénio liquido (77 K).

11.3.2 DIFRACAO DE RAIOS-X

As amosiras (solo fotal) provenientes de Ponta Grossa e Tibagi apresentaram
composicdo mineraldgica similar determinada por andlise de difragdo de R-X
(figura 4).

FIGURA 4 - DIFRATOGRAMA DAS AMOSTRAS DE SOLO PROVENIENTES DE PONTA GROSSA E
TIBAGI, AMOSTRA NAOQ ORIENTADA

Intersidode
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Sdo compostas principalmente por quartzo, gibbsita, hematita, anatasio
cavulinita e possivelmente goethita (Vocabuldrio de Ciéncia do solo, SBCS, 1993).

O tratamento das amostras da fracdo argila com dimetilsulfoxido (DMSO)
possibilita a identificagcdo de caulinita com coexistente clorita, e também a
diferenciacdo de caulinita, que intercala com DMSO, de minerais do grupo da
caulinita que ndo intercalam e possuem menor cristalinidade (RIEDMULLER, 1978).
Segundo LAGALY (1981) caulins sGo misturas de diferentes tipos de caulinitas: tipo A,
altamente reativo que intercala faciimente com um grande nUmero de moléculas
“hdspedes”; tipo B, com baixa reatividade, porém detectavel e tipo C que ndo
intercala. Caulins com alta proporgdo do tipo A sdo “China clays”. “Ball clays”
(argilas globulares) sGo caulins com alta propor¢cdo do tipo B e alta proporcdo do
tipo C caracteriza “flint clays” (argilas silicosas) e “fire clays” (argilas refratarias). Ou
seja, caulins que sofrem intercalacdo com DMSO sdo compostas por caulinitas de
alta cristalinidade.

Na fracdo argila orientada encontrou-se por andlise de difragdo de R-X
(figuras 5 e 6): caulinitas com diferentes graus de cristalinidade; uma pequena
quantidade de vermiculita com hidréxido de Al nas entrecamadas e outros

contaminantes menores como minerais micaceos e gibbsita.

FIGURA 5 - DIFRATOGRAMA DA AMOSTRA DE ARGILA PROVENIENTE DE PONTA GROSSA,
AMOSTRA ORIENTADA
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FIGURA 6 - DIFRATOGRAMA DA AMOSTRA DE ARGILA PROVENIENTE DE TIBAGI, AMOSTRA
ORIENTADA

: — Aglasaturada ¢/ pofdssio
C‘%;;b —— Aglalnkercdadac/ DMO
. emricuia combick
Gosita micdeeos de Alncs erfrecamodcs
0485 10 14
A
Caudrfade dffia
£ |Qurko 11
0334 Cairita de boba
Gisidiiricode
071
1 I 1 1 — 1 1 1 1 1
04 06 08 10 12 1.4
Espacamenio besd (rm)

A amostra de Ponta Grossa apresentou uma maior quantidade de
vermiculita com hidréxido de Al nas entrecamadas e de caulinita de menor
cristalinidade (tabela 2), determinada pela propor¢cdo deste argilo-mineral que ndo
intercala com DMSO (RIEDMULLER, 1978). Sendo que o conteldo de vermiculita
hidréxido de Al nas entrecamadas pode estar sendo superestimado pois ndo ha
como diferenciar o pico a 1,4 nm da vermiculita e da clorita utilizando-se apenas a
técnica de intercalagcdo com DMSO de argilas saturadas com potassio (ABDEL-
KADER et al., 1978).

TABELA 2 - DISTRIBUICAO PERCENTUAL DOS ARGILO-MINERAIS ENCONTRADOS NAS AMOSTRAS
ESTUDADAS

Argilo- Amostra
minerais Ponta Grossa Tibagi
V+A[ 22% 1%
K2 de alta cristalinidade 20% 61%
K de baixa crist. 58% 34%
Material llitico3? - 4%

V+All: vermiculita com hidréxido de Al nas entrecamadas.

K2 Caulinita.

Material llitico® o termo material ilitico € usado para argilo-minerais micGceos que ndo
mostram alteracdes significativas nas reflexdes basais apds testes de expansdo, contragdo
e aquecimento.
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1.3.3 ESPECTROSCOPIA DE IVTF

Ambas as amostras estudadas apresentavam uma coloragéo avermelhada
e eram ‘“clareadas” apds o tratamento com DCB e este tratamento levou a
diminui¢do da intensidade de absor¢do no IV na regido de 450-550 cm ! (dados
ndo mostrados). Entdo pode-se concluir que o pigmento vermelho é&,
provavelmente, do tipo hematita (WILSON et al., 1981).

O espectro de infravermelho das amostras da fragdo argila provenientes de
Tibagi e Ponta Grossa na regido de 3750 a 3200 cm! (figura 7) apresentaram uma
banda em 3620 cm!, tipico de deformagdo axial de OH interno da estrutura da
caulinita e, em 3700 cm’!, banda tipica da vibragcdo externa do mesmo grupo

(RUSSELL e FRASER, 1994, p. 18).

FIGURA 7 - ESPECTRO DE IVTF NA REGIAO DE 3750 A 3300 cm-' DAS AMOSTRAS DE ARGILAS
PROVENIENTES DE PONTA GROSSA E TIBAGI
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Um dublete em 3650 e 3670 cm', presente na amostra de Tibagi, €
substituido na amostra de Ponta Grossa por uma banda larga em 3652 cm! (figura

7), confirmando a menor cristalinidade da caulinita da amostra proveniente de
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Ponta Grossa (ROUXHET et al., 1977; PROST et al., 1989; RUSSELL e FRASER, 1994, p. 18-
21). Outras bandas tipicas de caulinita ficam em 937 e 915 cm! (RUSSELL e FRASER,
1994, p. 21).

Gibbsita bem cristalizada (3378, 3396, 3530 e 3450 cm!) (figura 7) foi também

facilmente identificados por IVTF (RUSSELL e FRASER, 1994, p. 49).

1.3.4 ESPECTROSCOPIA DE RPE

Os espectros de RPE das amostras de argila provenientes de Ponta grossa e
Tibagi sdo dados na figura 8.

FIGURA 8 - ESPECTRO DE RPE DAS AMOSTRAS DE ARGILAS PROVENIENTES DE PONTA GROSSA
E TIBAGI. POTENCIA DE MICROONDAS: 2 mW (20dB), VARREDURA DE CAMPO: 5000 G.
AMPLITUDE DE MODULAGAQ: 1 G, TEMPERATURA AMBIENTE (300 K)
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Os sinais de RPE comuns a todas as amostras foram: uma linha larga em g »
2, devido a interagdo dipolar (GOODMAN e HALL, 1994, p.191), indicando a
presenga de impurezas de Fe associadas as argilas, linhas centradas em g = 4,2 e

em g = 8,9 (centro |, figura 8), as quais sdo atribuidas a ions Fe** em sitio onde a
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relagdo entre os parGmetros de campo cristalino E (distorcdo rdmbica) e D
(distorcdo axial), definidos por A=E/D igual a 1/3, ou seja, com mdxima distorcdo
rombica (MEADS e MALDEN, 1975}, e outras duas linhasem g=5e g = 3,5 {centro |,
figura 8) que podem ser atribuidas a Fe* em sitio com a relacdo A=1/4, ou seja de
maior simeftria, com distorcdo rombica tendendo para axial (AASA, 1970).
GOODMAN e HALL (1994, p. 202) aofirmam que, especialmente o centro | estd
associado a defeitos na estrutura das caulinitas ou ruptura de pontes de H entre
camadas, comum a caulinitas Fe-substituidas, pobremente ordenadas, tipicas de
Oxisolos.

CLOZEL et al. {1994), afimaram que caulinitas apresentam ainda outros
centros paramagnéticos denominados A (figura 8), A' e B (figura 9), cujos sinais s&
foram resolvidos na amostra proveniente de Tibagi. O centro A é caracterizado por
um dubleto de linhas com simetria axial e com gi = 2,049 e g, = 2,007, oriundo
provavelmente da deficiéncia de um elétron localizado em um dtomo de oxigénio
apical, ligado a Si (Si-O), e com o eixo z orientado perpendicularmente ao plano
ab (MULLER et al., 1990). O centro A’ possui também simetria axial com gi = 2,039 e
g. ndo resolvido pela pequena intensidade deste sinal mas, possivelmente com
valor andlogo ao do cenfro A, ou seja g, = 2,009. Este sinal € atribuido a um
segundo tipo de “buraco de elétron” em sitio Si-O, porém este com o eixo z contido
no plano ab (CLOZEL et al., 1994). O centro B comesponde a um multipleto na
regido de g = 2, e com constante de interagdo superhiperfina, A = 7 gauss,
resolvido a 77K (figura 9). A existéncia deste centro B indica deficiéncia eletrdnica
num Gtomo de oxigénio, ligado a dois d&tomos de aluminio (ZAl, spin nuclear | = 5/2)

adjacentes e em simetria octaédrica (Alv-O-Alvi) (CLOZEL et al., 1995).
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FIGURA 9 - ESPECTRO DE RPE DA AMOSTRA DE ARGILA PROVENIENTE DE TIBAGI. POTENCIA DE
MICROONDAS: 20 mW (10dB), VARREDURA DE CAMPO: 150 G, REGIAO DE g = 2, AMPLITUDE
DE MODULACAQ: 2 G, TEMPERATURA: 300 E 77 K
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Embora a existéncia dos centros A, A'e B (figura 9) dependa de substituicoes
isomorficas apropriadas, eles ndo sGo observados até que os minerais tenham sido
expostos a radiagdo de alta energia. A presenca do centro A sugere a exposicdo
desta argila a alguma fonte de radiacdo natural durante o periodo de formagdo
destes minerais, possivelmente uranio e/ou tdério, especialmente pela grande
capacidade dos géis férricos em adsorver urdnio ou outros radionuclideos, mesmo
em baixas concentragdes. J& o centro A’ sé ocorre, em quantidades apreciaveis,
em caulinitas coexistindo ainda com minerais de uranio (MULLER et al., 1990).

Clozel et al. (1994, 1995), a partir de medidas em Banda-X, Banda-Q e
simulagdes, determinaram os seguintes valores para os centros paramagnéticos de
caulinitas na regido de g = 2: (a) centro A (g: = 2,04%90 + 0,0005, gy = 2,006 £ 0,001 e
g« = 2,001 % 0,001) atribuido @ um centro Si-O- com simetria quase ortorrdmbica,
com o eixo z proximo a diregdo c; (b) centro A' (g = 2,039 £ 0,002 e g. = 2,008 £

0,001) atribuido & um centro Si-O- com simetria axial, com o eixo z perpendicular ao
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plano (ab) e (c) cenfro B (g1 = 2,040 £ 0,0005, g2 = 2,020 + 0,0005 e gz = 2,002 + 001}
atribuido @ um buraco de elétron sobre a ligagcdo oxigénio-aluminio em posicoes
octaédricas adjacentes (Alvi-O-Alvi).

A ndo observacdo dos centros A, A’ e B na amostra de Ponta Grossa pode
ser devido a menor quantidade de caulinita, assim como 4 sua menor
cristalinidade, pois hd uma relacdo direta entre a cristalinidade da caulinita e a

concentracao do centro A {CUTLER, 1980).

1.4 ANALISE FATORIAL

I1.4.1 METODOLOGIA

A andlise estatistica dos dados foi efetuada por métodos multivariados
(andlise fatorial) utilizando-se o programa STATISTICA® for Windows®.

Para o reconhecimento da estrutura dos dados estes foram padronizados e
com base na matriz de correlacdo é possivel o cdlculo de novas varidveis artificiais
e independentes (fatores) o que reduz a dimensdo do grupo de dados, ou seja o
numero de varidveis, mas mantém a varidncia total. Os caregamentos calculados
para as varidveis originais podem ser considerados como o coeficiente de
correlacdo entre as varidveis e o fator relacionado. Além do mais, estes
carregamentos indicam quais varidveis sdo intercorrelacionadas dentro do fator. A
obtencdo destes carregamentos permite uma discussdo da intercomrelagdo entre
um grande grupo de varidveis (Schulten et al., 1990). Com o objetivo de obter um

claro padrdo para os camegamentos, isto &, identificar a estrutura dos dados
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através do “agrupamento” das variaveis originais em fatores de modo que estas
apresentem altos caregamentos apenas dentro de um determinado fator e baixos
nos demais, é feita a rotacdo varimax, que equivale @ maximizar a variGncia na
coluna da matriz de carregamentos normalizados. Este € o método de rotagdo

mais ufilizado.

I.4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

O tabela 3 mostra as caracteristicas quimicas e contetdo de argila dos solos
estudados.

Ndo se observou grandes diferencas no conteldo de C orgdnico (Co) entre
os solos cultivados e ndo cultivados. No Parand, a degradacdo da matéria
orgdnica do solo devido ao cultivo tem sido bem documentada (IAPAR, 1979;
SIDIRAS e PAVAN, 1986; CASTRO FILHO et al., 1991; MACHADO e GERZABEK, 1993).
Entretanto, o manejo conservacionista do solo, como por exemplo com a adogdo
do plantio direto, pode resultar na manutengdo ou mesmo aumento da
guantidade de matéria orgdnica do solo (HAVLIN e SCHLEGEL, 1989; KARLEN, 1989),
porém este efeito nem sempre é observado (STALEY, et al., 1988; LIMA et al., 1994;
FRANZLUEBBERS e ARSHAD, 1996). HAVLIN et al. (1990) demonstraram que o efeito
de diferentes sistemas de cultivo sob a matéria orgdnica do solo pode estar
relacionado a textura do solo e/ou rotacdo de culturas. Os solos ndo cultivados
eram Aacidos, e pobres em bases e P. Isto reflete a condicdo original dos solos nesta
regido do Parand (“Campos Gerais”). Calagem e fertilizagcdo deste solo

originaimente pobre leva a maior producdo de residuos vegetais, minimizando os
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efeitos do cultivo na reducdo da quantidade de Co (MAPLES, 1989; REICOSKY et al.,
1997). A diminuicdo do conteldo de Co, ha drea estudada, devido ao manejo
mais intenso do solo com o cultivo minimo foi relativamente pequeno e concorda
com os dados de LIMA et al. {1994).

TABELA 3 - ANALISE QUIMICA DE ROTINA E CONTEUDO DE ARGILA DOS SOLOS ESTUDADOS

Amostra pH Al H+Al* Ca+Mg Cat K po Co Argila
CaClz s cmole dM™ . g g’ gdm® gkg!
CN1* 4,1 3.0 152 1.4 0.7 0.26 2 38 600
CN2 3.9 3.0 14,1 0.6 <] 0,16 ] 31 580
CN3 3.9 2,6 13.1 0.5 <1 0.12 1 27 600
CN4 4,3 20 11,3 0.5 <] 0.08 1 15 520
F1 4,3 34 13.1 0.6 <1 0.14 1 37 380
F2 4,1 1.8 11,3 0.3 <] 0.09 1 21 380
F3 4,2 1.5 10,5 0.4 <] 0,04 1 21 340
F4 4,2 1.0 2.0 0.3 <1 0.02 1 14 400
PDI1 5.0 0.1 5.0 8.6 58 0.50 13 37 340
PD2 4.9 0.2 6.7 5,0 29 0,25 4 25 360
PD3 4,5 0.5 8.4 23 1.0 0.18 2 21 380
PD4 4,6 0.4 7.8 1.8 0.9 0.10 1 15 400
CM1 5.1 0.1 6.2 6.8 4,5 0.56 19 32 320
CM2 52 0.1 58 5,7 3.6 0.31 8 29 380
CM3 49 0.2 6.2 4,1 25 0.24 2 23 400
CM4 48 0.3 6,2 1.5 0.8 0.10 1 15 460

H+AI": Método SMP.

Cat: Ca < 1,0 guando Ca+tMg £ 1,0.

Po: P extraivel por Mehlich.

CN* = Campo nativo.

F = Reflorestamento de eucalipto.

PD = Plantio direto.

CM = Cultivo minimo.
1=0-5cm;2=5-10cm;3=10-20cme 4=20-50 cm.

Observou-se uma ligeira acumulagdo de Co na camada superficial (0 - 5
cm) dos solos sob reflorestamento e plantio direto em relagdo a drea sob cultivo
minimo, o que € suportado por dados da literatura (STEVENSON, 1982, p. 5; STALEY
et al., 1988; HAVLIN, et al., 1990; MERTEN e MIELNICZUK, 1991; BEYER et al., 1992).

Os resultados da andlise fatorial efetuada com os dados das andlises

granulométrica e quimica de rotina indicaram a possibilidade de reduzir o grupo

de varidveis, utilizando-se o método de Kaiser, para trés dimensdes sem perda de
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muita informacdo, pois estes trés fatores foram responsaveis por 94 % da varidncia
explicada. Apds a rotacdo varimax foi possivel a identificagcdo destes fatores
(tabela 4): o primeiro fator foi o cultivo; o segundo foi a matéria orgdnica do solo
(MOS) e o Ultimo foi a textura ou local.

TABELA 4 - CARREGAMENTOS DOS FATORES CALCULADOS A PARTIR DAS ANALISES
GRANULOMETRICA E QUIMICA DOS SOLOS, EXTRACAO DOS FATORES PELO METODO DE
KAISER, ROTACAO VARIMAX NORMALIZADA

Variavel Fator Cultivo Fator MOS Fator Textura
pH 0913972t -0,093859 -0.308275
Al -0,788403¢t 0,403119 0,421475
H+Al -0.818417¢ 0.332166 0,433095
Ca+Mg 0,918034t 0,3078%94 -0,197431
K 0.804182t 0.539764 -0,020550
P 0,800675¢ 0,337225 -0,128004
Co (WB) * 0,182209 0.956525¢ 0,184663
C+ (CE) 1 0,015031 0,951471% 0,203924
Ni t 0,313093 0,893922¢ 0.254849
Ct/Nt t -0,790558¢ -0,459367 -0.317206
C(H)t -0,120110 0,924879 -0,133447
N (H) 1 0,585940 0,708533¢ -0,252833
C/N (H) t -0,941657t -0,137505 0,238770
Argila -0,374245 0.074420 0.907292+
Areia 0,200408 -0,1008%99 -0,967807%
Varidncia explicada 6.438436 5.003913 2.655860
Proporcdo da fotal 0,429229 0,333594 0,177057

* Co determinado pelo método Walk-Biack.
t C e N totais e do humus (H) determinados por combustdo via seca (Carlo Erba).
t Carregamentos marcados sdo > 0,7.

O fator cultivo foi caracterizado por: aumento do pH, e das concentragoes
de Ca e Mg e diminuigdo da concentragdo de Al e H+Al. Isto pode ser atribuido &
calagem; aumento da concentragdo de K e P e diminvicdo da relagdo C/N total e
da relacdo C/N do himus extraido por pirofosfato, que pode ser atribuido &
fertilizacdo. O fator MOS foi caracterizado por: aumento da concentragdo de C e
N total e C e N do hUmus extraido por pirofosfato. E o fator textura ou local foi
caracterizado por aumento do conteldo de argila e diminuicdo do conteldo de

areia.
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A figura 10 indica que o efeito do cultivo foi equivalente entre plantio direto
e cultivo minimo somente na primeira profundidade (0-5 cm).

FIGURA 10 - FATOR ESCORE CULTIVO CALCULADO A PARTIR DOS DADOS DAS ANALISES
GRANULOMETRICA E QUIMICA DE ROTINA, EXTRAGAO DOS FATORES PELO METODO DE
KAISER, ROTACAO VARIMAX NORMALIZADA
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CN = Campo nativo.

F = Reflorestamento de eucdlipto.

PD = Plantio direto.

CM = Cultivo minimo.
1=0-5cm;2=5-10cm;3=10-20cme 4=20-50 cm.

O fator escore cultivo diminuiu rapidamente com a profundidade no plantio
direto e estabilizou-se na terceira profundidade (10-20 cm). J& sob cultivo minimo
observou-se uma continua diminuvigcdo deste fator escore com a profundidade.
Entretanto maiores valores foram observados sob cultivo minimo em relagdo a
plantio direto. O aparente aumento deste fator com a profundidade sob
reflorestamento pode ter sido causado por uma diminuvicdo da concentragdo de
Al e H+Al no perfil. O aumento da acidez potencial {H+Al) nas camadas mais
superficiais pode ser devido d maior concentracdo de matéria orgdnica pobre em
bases nestas camadas, pois HAAG et al. (1961) mostraram que a grande maioria

dos nutrientes é exportada como madeira pelo eucalipto.
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Observou-se uma relacdo inversa entre o fator MOS e a profundidade
amostrada (figura 11). O solo sob campo nativo apresentou uma distribuigdo mais
uniforme da matéria orgdnica do solo no perfil quando comparado com o
acumulo superficial da area sob reflorestamento. Este dado estd de acordo com os
dados da literatura e € atribuido & maneira como os restos vegetais de solos sob
florestas sdo misturados com a matéria mineral (STEVENSON, 1982, p. 5) e &
distribuicdo mais uniforme do sistema radicular de gramineas no perfil do solo. O
conteldo de matéria organica do solo na parcela sob plantio direto € maior do
gue na parcela sob cultivo minimo nas duas primeiras camadas amostradas (0-5 e
5-10 cm). Isto confirma os relatos de acimulo superficial da matéria orgdnica do
solo sob plantio direto (STALEY et al., 1988; HAVLIN et al, 1990; MERTEN e
MIELNICZUK, 1991; ANGERS et al., 1997, BAYER e MIELNICZUK, 1997; LAL, 1997:
NOVOITNY et al., 1997q).

FIGURA 11 - FATOR ESCORE MATERIA ORGANICA DO SOLO (MOS) CALCULADO A PARTIR DOS
DADOS DAS ANALISES GRANULOMETRICA E QUIMICA DE ROTINA, EXTRACAO DOS FATORES
PELO METODO DE KAISER, ROTACAO VARIMAX NORMALIZADA
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CN = Campo nativo.

F = Reflorestamento de eucalipto.

PD = Plantio direto.

CM = Cultivo minimo.
1=0-5cm;2=5-10cm;3=10-20cme 4=20-50cm.
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CAPITULO Ili: RESPOSTA DO HUMUS DO SOLO EXTRAIDO POR

PIROFOSFATO DE SODIO E FRACIONADO POR CE-VPC A DIFERENTES

SISTEMAS DE MANEJO DO SOLO

.1 MATERIAL E METODOS

O himus do solo foi extraido com uma solu¢cdo de pirofosfato de sddio
{Na+P207) a 0,02 mol L. Este extrator & considerado brando quando comparado a
solugoes de NaOH (STEVENSON, 1982, p. 39).

Para a extracdo foram usados 10 g de solo e 50 mL da solugdo de NasP207 a
0,02 mol L. Esta mistura foi mantida sob agitagdo em agitador orbital ajustado a
200 rom durante 16 h e entdo centrifugada a 17000 g por 20 min. O sobrenadante
foi filtrado em filtro faixa preta - 589! e completado com dgua bidestilada até 100
mL. O exirato assim obtido foi analisado colorimetricamente medindo-se a
absorbdncia {abs.) em 400 nm (EsHu) e 600 nm (EsHu) em uma solugdo a pH 10
utilizando-se 5 mL do extrato em 5 mL de uma solugdo tampdo de glicina-NaOH
(GERZABEK et al., 1993, p.107-109). Outros 5 mL do extrato foram acidificados a pH =
2 com HCl e o AH precipitado e AF dissolvido foram separados por centrifugagdo a
17000 g por 10 min. O AH foi redissolvido com 10 mL da solugdo tampdo de glicina-
NaOH e analisado colorimetricamente (EsAH e E<AH]).

Como a abs. do extrato de SH de solos coincide com a soma das abs. do AH
e AF, e as diferencas podem ser explicadas por perdas de AH durante a separagdo
e no todo os desvios podem ser negligenciados (ORLOV, 1986, p.147-149), estimou-

se a EsAF por diferenca: EsAF = EsHu - E+AH. Calculou-se a abs. g de solo (EsHu * 20)
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como uma estimativa da quantidade de SH, abs. g' de C organico (EsHu * 2000 / %
Co) e arelagdo AF/AH (EsAH/EsAF). O restante do extrato foi congelado.

A extragdo e andlise colorimétrica foi repetida trés vezes na mesma amostra
de solo (sequencialmente), e os extratos foram adicionados ao extrato congelado
proveniente da primeira extragcdo, congelados e ao final liofilizados e armazenados
em dessecadores com silica gel até serem \utilizados para as andlises
cromatogrdéficas.

A cromatografia foi efetuada de acordo com MACHADO e GERZABEK
(1993). Uma coluna (Chromodul-colums, Holzen, Germany) com 18 mm de
didmetro interno e 1000 mm de comprimento foi empacotada com vidro de
porosidade controlada (“controlled pore glass” - CPG, Electronucleonics, Fairfield,
NJ) de 120-200 mesh e um didmetro de poros de 17,7 nm. O problema com gases
dissolvidos foi minimizado utilizando-se o eluente evacuado. Este era uma solugdo
de tetraborato de sddio (NasB207) 0,02 mol L' e cloreto de sddio (NaCl) 0,05 mol L
que resultava numa solucdo tamponada com valor de pH préximo a 9. Os
parametros de calibragcdo volume total (Vi) e volume morto (Vo) foram calculados
para a coluna utilizada e estes valores foram determinados pela elvicdo de 3 mL
de uma solucdo teste contendo 0,5 % de “blue dextran 2000" (peso molecular, PM
= 2 x 10¢ Pharmacia) e 1 % de uma solucdo alcodlica de fenolftaleina a 0,1 % (PM
=318,3). A eluicdo foi efetuada a um fluxo constante de 1,5 mL min-! e obtinha-se o
cromatograma medindo-se a absorbancia do eluato em 554 nm com um
espectrofotometro equipado com uma célula de fluxo e um “plotter’.

Ndo calibrou-se a coluna utilizada com padrdoes de diferentes PM pois

CAMERON et al. (1972) mostraram que o comportamento hidrodindmico de AH é
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diferente daquele de proteinas globulares e dextranas usados na calibracdo de
colunas cromatogrdaficas de permeacdo em gel e, como a MOS € uma mistura de
diversas substancias com diferentes geometrias moleculares, pode-se esperar que
cada grupo de compostos teria uma relacdo diferente entre log (PM) e Kd {KUITERS
e MULDER, 1993).

Parte do exirato liofilizado (1/5 da massa total) foi redissolvido em 10 mlL do
eluente e entdo centrifugado a 17000 g por 10 min. O sobrenadante foi separado e
3 mL deste foi injetado na coluna. Seus cromatogramas de distribvicdo de
tamanho molecular foram medidos a 400 nm com um espectrofotdmetro
equipado com uma célula de fluxo e um “plotter”, os dados foram convertidos
para absorb&ncia por grama de solo (abs. g de solo).

O valor Kd dos cromatogramas, como uma medida do famanho molecular,

foram calculados por:

Kd=—2_2 (7)

Onde Ve € o volume eluido, Vo € o volume morto e Vi o volume fotal.

O fracionamento foi efetuado coletando-se o eluato em diferentes classes
de valor Kd, classes estas determinadas baseando-se na deconvolugdo dos picos
de cromatogramas previamente obtidos. Estas classes foram em valores Kd: -0,07 a
0.09 (subst@ncias macro-hUmicas); 0,09 a 0,46 (substancias meso-hUmicas); 0,46 a
0,88 (substancias micro-hUmicas) e 0,88 a 1,2 {substdncias ndo himicas). Os valores
Es e Ec das fracdes himicas foram medidos.

O extrato da amostra campo nativo (20-50 cm), amosira selecionada ao

acaso, foi quimicamente fracionado antes da caracterizagcdo cromatogrdfica. Este
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fracionamento foi baseado em DANNEBERG e ULLAH (1982). Uma daliquota do
extrato liofilizado foi dissolvido em 25 mL de uma solugdo de NaOH a pH 10 e entdo
centrifugado a 17000 g por 10 min. O sobrenadante foi separado e 10 mL deste foi
acidificado a pH = 2 com HCI; o AH precipitado e o AF dissolvido foram separados
por centrifugagdo a 17000 g por 10 min. O AF foi liofilizado e redissolvido em 10 mL
do eluente para a cromatografia.

Outra aliquota de 10 mL do extrato foi tratado com 1,2 g de NaCl. O AH
cinza precipitado e o AH marom e AF dissolvidos foram separados por
centrifugagdo a 17000 g por 10 min. O AH cinza foi redissolvido em 10 mL do
eluente para a cromatografia. A mistura de AH marrom e AF foi acidificada a pH =
2 com HCI e centrifugada a 17000 g por 10 min e o AH marrom precipitado foi
redissolvido em 10 mL do eluente para a cromatografia.

Os especiros de IVTIF das fracdes cromatograficas foram adquiridos
vtilizando-se cartdes descartaveis com filme de polietileno (3M Disposable IR Card,
Type 61) como base para as amostras. Estes foram adqguiridos em equipamento
Perkin ElImer System 2000 FT-IR somando-se 20 varreduras com uma resolugdo de 4
cm’!, numa faixa de 4000 a 400 cm.

As fragdes cromatogrdficas humicas (macro, meso e micro-hUmicas) da
amostra reflorestamento (10-20 cm), amostra selecionada ao acaso, foram
submetidas a um ensaio com sucessivas centrifugacdes a 37000 g com o intuito de
reduzir a quantidade de contaminantes minerais observados por IVTIF na fragdo
macro-himica e verificar se estes contaminantes interferiam no valor da relacdo
E4/Es. Mediu-se os valores Es e Es destas fragcdes antes e apds a centrifugacdo da

amostra por 10, 20 e 60 min a 37000 g.
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Apds 60 min de centrifugacdo preparou-se amostras para andlises por IVITF
com o sobrenadante e o precipitado. Parte do sobrenadante foi acidificado a pH =
2 com HCI e o material precipitado, separado por centrifugagdo a 37000 g por 10
min, foi redissolvido em uma solugcdo de NaHCQO3 a 0,05 mol L' e preparado para
andlise por IVTF.

A andlise matemdtica dos cromatogramas foi efetuada pela deconvolucdo

dos mesmos (modelo Lorentziano) utilizando-se o programa Microcal-Origin®, o
gjuste foi testado caiculando-se o valor X2 A avaliagdo estatistica dos dados foi

efetuada através da andlise de correlagdo de Pearson, utilizando-se os escores
fatoriais, calculados no capitulo 1.4, como varidveis preditoras, estas andlises foram

efetuadas com o auxilio do programa STATISTICA® for Windows®.

[11.2 RESULTADOS E DISCUSSAQO

I.2.1 EXTRACAO E CROMATOGRAFIA DA MATERIA ORGANICA DO SOLO

Embora a guantidade de matéria organica do solo fosse praticamente a
mesma entre os diferentes sistemas de manejo, a quantidade de SH extraida por
pirofosfato foi claramente diferenciada entre os sistemas, principalmente nas duas
camadas mais superficiais (figura 12).

A intensidade de humificacdo da matéria organica do solo, expressa pela
abs. g! de Co (GERZABEK e ULLAH, 1989), foi muito maior para a matéria organica
do solo extraida da drea sob reflorestamento em relagdo as demais, e nestas

aumenta com a profundidade (figura 13).
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FIGURA 12 - ABSORBANCIA EM 400 nm POR GRAMA DE SOLO DO HUMUS EXTRAIDO POR
NasP207 A 0,02 mol L
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FIGURA 13 - ABSORBANCIA EM 400 nm POR GRAMA DE CARBONO ORGANICO DO HUMUS
EXTRAIDO POR NasPz07 A 0,02 mol L
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A baixa absortividade da matéria orgdnica do solo proveniente das
camadas mais superficiais € devido ao enriquecimento destas camadas com
residuos orgdnicos frescos e a presenca de, comparativamente, SH “juvenis”
(ORLQV, 1986, p. 157). A maior intensidade de humificagdo em dreas sob eucalipto
comparativamente a solos cultivados concordam com os dados obtidos por
MACHADO e GERZABEK (1993).

Os altos valores para a relagdo E«/Es do humus extraido dos solos estudados
(figura 14) concordam com os dados de BRAVARD e RIGHI (1991) que afirmaram
que em latossolos o valor da relagdo Es/Es € alto tanto para o AH como para o AF,

devido provavelmente a alta alifaticidade das SH encontradas nestes solos.
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FIGURA 14 - RELACAQ Es/Es DO HUMUS EXTRAIDO POR NasP2O7 A 0,02 mol L
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O hiumus extraido da drea sob campo nativo apresentou a menor relagdo
Es/Es, isto pode ser devido a maior conjugacdo dos anéis aromaticos das SH
(KONONOVA, 1966, p. 404) formadas sob estas condicdes ou ao maior peso
molecular destas, visto que CHEN et al. (1977) afimaram que a relagdo E«/Es €
principalmente controlada pelo famanhe ou peso molecular das SH, onde altos
valores da relagdo E:/Es refletem SH de pequeno tamanho e/ou baixo peso
molecular.

A relacdo Es/Es do hiumus extraido da camada mais profunda (20-50 cm) foi
maior, indicande que as SH lixiviadas foram, principalmente, as com menor
conjugacdo dos anéis aromaticos ou de menor peso molecular.

O cromatograma do AH cinza e sua deconvolugdo matemdtica € dado na
figura 15. Este cromatograma foi caracterizado por trés picos, o primeiro pico com
um Kd de aproximadamente 0,0 (subst&ncias macro-himicas), o segundo pico
com um Kd de 0,19 (substdncias meso-hUmicas) e o terceiro com um Kd de 0,63

(substancias micro-humicas).
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FIGURA 15 - CROMATOGRAMA EM ABS. (400 nm) g' DE SOLO DO AH CINZA EXTRAIDO DA
AMOSTRA CAMPO NATIVO (20 - 50 cm) POR NasP.O;7 A 0,02 mol L!
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Onde: xc: centro do pico
w: largura do pico a meia altura
A: drea sob o pico
1, 2 e 3: primeiro, segundo e terceiro picos.

Sugere-se a seguinte interpretagcdo para os pdrc“:mefros ajustados:
- Centro do pico (xc): medida do tamanho molecular (relagcdo inversa).
- Largura do pico a meia altura (w): medida da homogeneidade da distribuicdo de
tamanhos moleculares (relagdo inversa).
- Area sob o pico (A): medida quantitativa da fracdo (relacdo direta).

A fracdo macro-hUmica apresentou uma relagdo Es/Es de 18,5 (tabela 5).
Como esta é a fragdo com maior tamanho molecular, o alto valor da relagdo Es/Ee¢
ndo concorda com as conclusdes de CHEN et al. (1977) que afiirmaram que a
relacdo Es/Es € principalmente controlada pelo tamanho ou peso molecular das
SH, numa relagdo inversa, e os estudos de BAES e BLOOM (1990) demonstraram que
as SH ndo apresentam propriedades de espalhamento da luz, e por isto a relagdo

Es/Es ndo seria controlada pelo tamanho moleculiar.
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TABELA 5 - RELACAO E4/Es DAS SH EXTRAIDAS DA AMOSTRA CAMPO NATIVO (20-50 cm) POR
PIROFOSFATO E FRACIONADAS QUIMICAMENTE, FISICAMENTE POR CE-VPC E AMBOS OS
METODOS SEQUENCIALMENTE

Fracdes quimicas”

AHC AHM AF
Totalt 7.2 5,0 13.4
Fracoes Macro-hUmica 18.5 - -
Fisicas Meso-hUmica 8.2 - -
{CE-VPC) Micro-hUmica 3.5 5.1 15.0
Média ponderada™ 7.5 5.1 15,0

Fragcoes quimicas™: AHC: AH cinza; AHM: AH marrom e AF: AF.

Totalt: Relagcdo Es4/Es das fragdes quimicas da amosira CN4 antes da cromatografia.
Média ponderada*™: A massa da fracdo foi o peso para as médias dos valores E« e Es da
amostra CN4 fracionada quimicamente e fisicamente.

Este alto valor para a relagcdo Es«/Es pode ser relacionado a uma baixa
conjugacdo dos anéis aromdaticos (KONONOVA, 1966, p. 404) nesta primeira fragdo
do AH cinza.

A relacdo inversa entre tamanho molecular da fragdo e relagdo Es/Es do AH
cinza (tabela 5) pode ser explicada pelo encontrado por KONONOVA (1966, p.
102). A primeira fracdo precipitou com o eletrdlito, provavelmente devido ao seu
grande tamanho molecular. As demais moléculas (que apresentavam aumento do
valor Kd) precipitariam, provavelmente devido ao aumento da conjugagdo dos
anéis aromaticos, pois KONONOVA (1966, p. 102) reporfou que o aumento da
aromaticidade facilita a coagulacdo das SH por eletrdlitos. Isto € confirmado pela
diminuigdo da relacdo Es/Es.

Pelas medidas da relacdo E«/Es pode-se concluir que o AH cinza ndo é uma
fracdo homogénea, mas sim, uma mistura de no minimo duas fragdes com
diferentes caracteristicas de absor¢do de luz na regido do visivel. Torna-se
aparente que o fracionamento cromatografico seria uma técnica apropriada para

isolar estas diferentes fragdes.
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O cromatograma do AH marrom (figura 16) foi caracterizado por um pico
centrado num valor Kd = 0,65 e outro em 0,77. O cromatograma do AF (figura 17)
foi caracterizado por apenas um pico centrado em 0,78.

FIGURA 16 - CROMATOGRAMA EM ABS. {400 nm) g-' DE SOLO DO AH MARROM EXTRAIDO DA
AMOSTRA CAMPO NATIVO (20 - 50 cm) POR NasP207 A 0,02 mol L
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Onde: xc: centro do pico
w: largura do pico & meia altura
A: &rea sob o pico
3 e 4: terceiro e quarto picos.

FIGURA 17 - CROMATOGRAMA EM ABS. (400 nm) g-' DE SOLO DO AF EXTRAIDO DA AMOSTRA
CAMPO NATIVO (20 - 50 cm) POR NasP207 A 0,02 mol L
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Onde: xc4: centro do quarto pico
wd: largura do quarto pico a meia altura
A4: drea sob o quarto pico.
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Todas estas porgdes do humus caracterizadas por estes picos foram
coletadas na terceira fragdo (Kd entre 0,46 a 0,88). A soma dos cromatogramas de
cada fragdo quimica ajustou-se muito bem ao cromatograma do extrato total ( R =
0,99). Os dados da tabela 5 confirmam as conclusdes a respeilo do
comportamento do AH cinza. Embora o AH marrom tenha uma grande porcao
com tamanho molecular similar ao do AF, ele seria precipitado pela acidificagdo
da solugdo provavelmente devido & maior conjugacgdo, visto que apresentava um
baixo valor da relagdo Es/Es.

A partir dos dados da tabela 5 e figuras 15, 16 e 17 pode-se concluir que as
fragcdes macro-himicas e meso-hUmicas sdo porgdes distintas do AH cinza, e a
fracdo micro-hUmica é uma mistura de uma pequena porgdo do AH cinza, e a
totalidade do AH marrom e AF.

O alto valor da relacdo Es/Es da fragdo macro-hUmica foi observado em

todas as amostras analisadas (figura 18).

FIGURA 18 - VALORES MEDIOS DA RELACAO E4/E¢ DAS FRACOES CROMATOGRAFICAS DAS SH
EXTRAIDAS POR NasP207 A 0,02 mol L-' DE TODAS AS AMOSTRAS
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A figura 19 mostra o cromatograma e deconvolugdo do extrato total da
amostra campo nativo (20-50 cm). Os pardmetros ajustados para este e fodos os

demais cromatogramas sdo dados na tabela 6.
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FIGURA 19 - CROMATOGRAMA EM ABS. (400 nm) g' DE SOLO DO HUMUS EXTRAIDO DA
AMOSTRA CAMPO NATIVO (20 - 50 cm) POR NasP207 A 0,02 mol L
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Onde: xc: centro do pico
w: largura do pico a meia altura
A: drea sob o pico

1, 2, 3 e 4: primeiro, segundo, terceiro e gquario picos.

TABELA 6 - PARAMETROS AJUSTADOS DA DECONVOLUGAO DOS CROMATOGRAMAS DO

HUMUS EXTRAIDO POR PIROFOSFATO

Parametros gjustados

Amosira XC1 Ai XC2 Az XC3 As XCa As
CNy 0,0103 0,1162 0,2300 0.1178 0.6187 0,2675 0.768%9 0,3224
CN2 -0,0022 0.1205 0,1979 0.0734 0.5688 0,2492 0.7610 0.2828
CNz 0,0029 0,1149 0,1840 0.0911 0.5773 0.1593 0,7555 0,2024
CNy -0,0007 0,1236 0,1976 0,1012 0.5893 0,1262 0,7677 0.2037

Fi 0,0012 0,1798 0,1985 0,1604 0,6661 0,3581 0,7690 0,3284
F2 0,0094 0.1630 0,1878 0.1090 0,6277 0,1853 0.7677 0.2777
Fs -0,0043 0,2114 0,1768 0,1545 0.6109 0.1766 0,7636 0.2616
Fa 0.0052 0.1231 0.,1817 0,1172 0,5880 0.0306 0,7658 0.1649
PDh 0,0093 0,0351 0,1770 0,0293 0,6750 0,2284 0,7795 0.1636
PD2 0,0092 0,0660 0,2386 0,0582 0,6634 0,2027 07728 0,2074
PDs -0,0009 0,1595 0,1898 0,0973 0,6217 01917 0,7673 0,2934
PDa4 0,0000 0,1513 0.1868 0,1253 0.6304 0,0962 0,7757 0.,2318
CMy 0,0086 0,0293 0.1516 0,0257 0,6793 0.2191 0,7792 0,1720
CM2 0,0084 0.,0397 0,2150 0,0439 0.6353 0.1891 0,7726 0,2018
CMs 0,0034 0,1015 0.1909 0,0840 0,6421 0.1475 0,7743 0.2519
CM4 0,0002 0.1716 0,1992 0.1140 0,6248 0,0581 0.7784 00,2258

Onde: xcn = centro do pico.
An = Grea sob o pico.

indice n: 1 = 1° pico; 2 = 2° pico; 3 = 3° pico e 4 = 4° pico.

CNm = Campo nativo.

Fm = Reflorestamento de eucalipto.

PDm = Plantio direto.
CMm = Cultive minimo.

indicem:1=0-5cm;2=5-10cm;3=10-20cm e 4=20-50 cm.
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Como mostrado acima, os picos 1 e 2 sdo compostos unicamente do AH
cinza (R entre A1 e A2 de 0,93). O pico 4 € uma mistura do AH marrom (por¢cdo do
AH marrom com grande conjugacdo dos anéis aromdticos) e AF e o pico 3 € uma
mistura do AH cinza (por¢do do AH cinza com grande conjugagdo) e uma porgao
do AH marrom.

Foi efetuada a andlise de correlagdo para os escores fatoriais e os
parGmetros ajustados dos cromatogramas (tabela 7).

TABELA 7 - ANALISE DE CORRELACAO ENTRE OS PARAMETROS AJUSTADOS DA
DECONVOLUCAO DOS CROMATOGRAMAS DO HUMUS EXTRAIDO POR PIROFOSFATO E OS
ESCORES FATORIAIS DA ANALISE FATORIAL

Variavel Fator cultivo Fator MOS Fator textura
Al -0,82" 0,32 -0,18
W2 0,41 0,55 0,17
A2 -0,85* 0,24 0,16
XC3 0,54 0.40 -0.60
w3 -0.61* -0,13 0.50°
A3 013 0,94 011
XC4 0,71 -0,06 -0,32
w4 -0,52* 0,48 0.43
A4 0,66 0,37 -0,06
A4/A1 081" 0,47 -0,03
A1/A3 -0.26 0,75 -0.03
A4/A3 0,18 -0,75* -0.00
A4/A2 0.78" 0.49 0,02
A2/A3 -0,25 -0,69* -0.04
* Correlagdes marcadas sgo significantes a p < 0,05.
N = 16.

Onde: xc: centro do pico
w: largura do pico a meia altura
A: &rea sob o pico
An/An' =relacdo entre as dreas sob os picos.
1, 2, 3 e 4: primeiro, segundo, terceiro e quarto picos.

Esta andlise indica que o cultivo promoveu uma diminuicdo geral no
contelddo de SH, com excecdo do terceiro pico (Kd de aproximadamente 0,6) que
mostrou-se dependente do fator MOS. Entretanto o cultivo levou a um aumento da
relacdo entre as SH pequenas e grandes (As/A1 e A4/A2). O mesmo foi observado

pela relacdo AF/AH do extrato total sendo esta consideravelmente maior nas
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camadas mais superficiais das dreas agricolas e diminuiu com a profundidade

(figura 20).

FIGURA 20 - RELACAO AF/AH DO HUMUS EXTRAIDO POR NasP-O; A 0,02 mol L
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Como a relagdo E«/Es do himus extraido da camada mais profunda (20-50
cm) foi maior (figura 14) e a proporgdo de AF € menor nesta mesma profundidade
(figura 20) supdem-se que as SH lixiviadas foram, principalmente, as com menor
conjugacdo dos anéis aromaticos, embora com uma maior proporgcdo de AH.

Estes resultados podem ser explicados supondo-se que o cultivo teria dois
diferentes efeitos. O primeiro, um efeito fisico de ruptura de agregados causando a
degradagdo da matéria orgdnica do solo anteriormente protegida. Visto que a
agregagdo € promovida pelo AH (ROTH et al., 1992; ARIAS et al., 1996; PICCOLO et
al., 1997) e PICCOLO e MBAGWU (1990) encontraram que quanto maior o tamanho
molecular das SH, maior € a estabilidade dos microagregados, logo esta fracdo, de
maior tamanho molecular, poderia ser preferencialmente degradada com a
ruptura dos agregados. O segundo efeito seria quimico e bioldgico causados pela
fertilizacdo e calagem que levaria a uma maior entrada de C, fresco e sintese de
AF (considerando-se a via de sintese de SH: AF —» AH; STEVENSON e GOH, 1971).

Outra hipdtese seria que a degradacgdo de residuos vegetais frescos, depositados
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na superficie do solo ou incorporados, produziiam dcidos orgdnicos que
promoveriam a ruptura de grandes micelas de SH em pequenas micelas, quando
da dissolucdo das SH no tampdo alcalino antes das medidas cromatograficas
(PICCOLO et al., 1994). Além do mais, segundo POTT et al. (1985), a distribuicdo de
massa molecular, caracterizada por ultrafilfracdo, cromatografia de permeagao
em gel e osmometria a pressdo de vapor ndo € a massa molecular efetiva, mas o
arranjo espacial das unidades estruturais das SH (estrutura tercidria). Resultados
recentes com “matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) time-of-flight (TOF)
mass spectrometry (MS) - MALDI-TOF-MS"” de fragdes de SH obtidas por ultrafiltragao
suportam a hipdtese da preexisténcia de unidades bdsicas com o tamanho de
poucos kDa, e pela associacdo de um nUmero maior ou menor destas sub-
unidades tem-se o tamanho aparente das SH (REMMLER et al., 1995).

Um efeito interessante do cultivo foi a pronunciada degradag¢do das SH
grandes, que é observada pela correlacdo negativa entre o fator escore cultivo e
as dreas sob os picos 1 e 2 (tabela 7) e a relativa estabilidade das SH com Kd de
aproximadamente 0,6 (pico 3, fragdo micro-hUmica do AH cinza e AH marrom).
Esta porcd@o do himus seria independente do cultivo, provavelmente devido a alta
conjugacdo dos seus anéis aromdticos indicado pelo baixo valor da relagdo E4/Es
(tabela 5) e em conseqUéncia disto, seria mais resistente a degradagdo.
Concomitantemente, a fracdo macro-himica do himus representada pelos picos
1 e 2, apresenta alto tamanho molecular, porém € mais alifdtica, o que é indicado
pelo alto valor da relacdo Es/Es, e logo seria mais faciimente degradada apds a

ruptura dos agregados pelo cultivo, e pelo aumento da atividade microbiana
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ocasionada pela fertilizagdo e calagem deste solo originalmente dcido, visto que
fracdes hidrolizGveis por dcidos sGo menos estdveis (STEVENSON, 1982, p. 49).

QOutro efeito do cultivo foi a diminuigdo do tamanho das SH representadas
pelo quarto pico. Portanto, o cultivo ndo somente aumentou a proporgdo de SH
com menor tamanho molecular, como também reduziu o tamanho molecular
destas SH.

A capacidade do método empregado para a identificacdo de alteracdes
das caracteristicas da matéria organica do solo causadas por diferentes sistemas
de cultivo, que ndo foi encontrado na literatura, pode ser afribuida ao uso de um
extrator brando e ao fracionamento fisico do humus, minimizando com isto
possiveis alteracdes da matéria orgdnica do solo ocasionadas pelo emprego de
extratores alcalinos e fracionamento quimico com o uso de solugdes acidas
concentradas.

A textura dos dois solos estudados é diferente, sendo que esta diferenca,
entretanto, afetou apenas em pequena extensdo (R pequeno), somente a posicdo
do terceiro pico, com moléculas de maior tamanho com o aumento do contetdo
de argila. Este efeito, porém, pode também ser atribuido ds diferengas da

vegetacdo entre os dois locais estudados.

I1.2.2 ESPECTROSCOPIA DE IVTF E CONTAMINANTES DAS FRACOES

CROMATOGRAFICAS

Andlises de IVTF das fracdes cromatograficas foram dificultadas pelo alto

contetdo de contaminantes oriundos do extrator e da solugdo tampdo utilizados
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(pirofosfato e borato). Estes contaminantes possuem diversas bandas de absor¢cdo

na regido do infravermelho de interesse para a andlise de SH (figura 21).

FIGURA 21 - ESPECTRO DE IVTF DE AMOSTRAS DE PIROFOSFATO E BORATO DE SODIO
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Estudos da influéncia da presenga de contaminantes coloidais na relagdo
E4/Es foram efetuados através de sucessivas centrifugagdes, sendo que o valor da
relagdo Es/Es das fragdes humicas da amostra reflorestamento (10-20 cm) ndo se
alterou apds este tratamento (tabela 8), j& os valores de Es e Es da fragdo macro-
humica diminuiram quase que igualmente apds cada centrifugacdo.

TABELA 8 - VALORES Es E Es E DA RELACAO E«/Es DAS FRACOES HUMICAS DA AMOSTRA
REFLORESTAMENTO (10-20 cm) APOS SUCESSIVAS CENTRIFUGACOES

Tratamento Fracdo Ea Es E4/Es

Antes da Macro-humica 0.458 0,024 19,1
centrifugacéo Meso-hUmica 0.159 0.021 7.6
Micro-hUmica 0.377 0,062 6.1
Centrifugado Macro-hUumica 0.329 0.017 19.4
por 10 min Meso-humica 0,155 0,020 7.8
a 37000 g Micro-hUmica 0.379 0.065 58
Centrifugado Macro-hUmica 0,235 0,012 19.6
por 20 min Meso-humica 0,158 0,021 7.5
a 37000 g Micro-hUmica 0.397 0,064 6.2
Centrifugado Macro-hUmica 0.135 0.007 19.3
por 60 min Meso-humica 0,151 0,020 7,6
a 37000 g Micro-hUmica 0,373 0.062 4.0




Estudos dos centrifugados por IVIF mostraram que a centrifugacdo levou a
redugdo da intensidade das bandas de absor¢do atribuidas a deformagdo axial
de grupos OH minerais e bandas atribuidas & hematita (536 cm') no sobrenadante,

e ao aumento destas no precipitado (figura 22).

FIGURA 22 - ESPECTROS DE IVTF DA FRACAO MACRO-HUMICA, CENTRIFUGADA E TRATADA
COM HCI, EXTRAIDA DA AMOSTRA REFLORESTAMENTO (10-20 cm) POR PIROFOSFATO E
FRACIONADA COM ELUENTE BORATO/NaCl
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O tratamento com HCI levou a redugdo da intensidade da banda de
absorcdo em 1030 cm™! atribuida aos polissacarideos (PAIM et al., 1990). Em média,
aproximadamente metade do C orgdanico presente na fragdo solUvel em acido
seria de substancias ndo humicas (ORLOV, 1986, p. 162). STEVENSON e GOH (1971)
constataram que a hidrdlise acida de preparados de humus leva a uma grande
reducdo de intensidade da banda atribuida aos polissacarideos (1050 cm-'), porém
ndo se sabe se estes sGo componentes estruturais das SH ou impurezas co-
adsorvidas ou co-precipitadas. Este tratamento levou também ao aumento da
banda de absor¢do em 1595 cm-! atribuida ao grupo carboxilato (STEVENSON,

1982, p. 272), indicando que a acidificagdo do humus pode levar a oxidacdo de
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carboidratos em grupos carboxilicos, estes grupos estGo na forma dissociada pois o

precipitado por HC| foi redissolvido em uma solugdo de NaHCOa a 0,05 mol L.

1.3 CONCLUSOES

O método proposto de extracdo branda do hiumus do solo, caracterizagdo
e fracionamento por CE-VPC, seguida pela deconvolugdo matemdtica dos
cromatogramas obtidos, mostra ser uma técnica sensivel para a investigagdo dos
impactos ocasionados por diferentes sistemas de manejo do solo.

O cultivo no presente exemplo, levou a diminuicdo do conteldo de SH,
enquanto que o conteldo de matéria orgdnica do solo ndo foi significativamente
afetado. Este levou também a um aumento da proporgdo de SH de pequeno
tamanho molecular, provavelmente devido a degradagdo preferencial das SH de
maior tamanho molecular e/ou neo-sintese de SH de pequeno tamanho molecular
devido & maior entrada de residuos vegetais, promovida pela fertilizagdo e
calagem deste solo inicialmente pobre, ou pela ruptura da configuracdo das SH,
na presenca de dcidos organicos produzidos pelos residuos vegetais, em pequenas
micelas de SH a partir de uma grande.

Com o presente método de fracionamento €& possivel obter-se duas
diferentes fragdes do AH cinza com diferentes propriedades de absorgdo de luz na
regido do visivel. Sendo que uma destas fragdes apresentou uma alta relacdo
Es4/Es, 0 que é incomum e que pode ser devido a uma pequena conjugacdo dos
anéis aromdaticos desta fracdo. Andlises das fracdes por IVIF sdo dificultadas pela

presenca de pirofosfato e borato nas fragcdes obtidas, por isto, no préoximo capitulo
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descreve-se modificacdes do presente método com a finalidade de obter-se
amostras adequadas para este tipo de estudo.

Pelas andlises por IVTF é evidente a necessidade de um tratamento mais
cuidadoso por centrifugacdo dos extratos antes da cromatografia para redugdo
da quantidade de contaminantes minerais nas fragdes cromatograficas.

O tratamento com uma solucdo de HCI, procedimento rotineiro para o
fracionamento quimico fradicional, de uma das amostras das fragdes
cromatograficas, levou & reducdo no conteldo de polissacarideos e aumento do
grupo carboxilato indicando que o trafamento Gcido do himus pode levar &

alteragdoes deste.
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CAPITULO 1V: UM NOVO METODO PARA EXTRACAOQ E FRACIONAMENTO POR

TAMANHO MOLECULAR DO HUMUS DO SOLO

IV.1 MATERIAL E METODQS

O hUmus do solo foi extraido por trés métodos diferentes: com uma solucdo
de pirofosfato de sddio (NasP207) a 0,02 mol L', resina trocadora catidnica (Chelex
100, Bio Rad, CA) e resina com a dispersdo do solo com uso de vibragdo ultra-
sOnica. Estes extrafores sdo considerados brandos, quando comparado aos
solventes alcalinos (i.e.: NaOH) (STEVENSON, 1982, p. 39 e 41; MACHADO e

GERZABEK, 1993).

Exfracdo com Na«P-O7 a 0,02 mol [-/:

Para a extracdo foram utilizados 10 g de solo e 50 mL da solugdo de NasP20;
a 0,02 mol L'; esta mistura foi mantida sob agitagcdo em agitador orbital ajustado a
200 rpm durante 16 h e entdo centrifugada a 17000 g por 30 min. O sobrenadante
foi filtrado em filtro faixa preta - 589!, centrifugado a 29000 g por 15 min,
descartando-se o precipitado, e completado com agua bidestilada até 100 mL

(NOVOTNY et al., 1997a).

Extra¢cdo com resing:
Para a extracdo foram utilizados 10 g de solo, 30 g de resina e 50 mL de
4gua bidestilada; esta mistura foi mantida sob agitagdo em agitador orbital

gjustado a 200 rpm durante 16 h e entdo centrifugada a 17000 g por 30 min. O
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sobrenadante foi filtrado em filtro faixa preta - 589", centrifugado a 29000 g por 15
min, descartando-se o precipitado, e completado com dgua bidestilada até 100
mL (NOVOINY et al., 1997q).

Para a extragdo por resina mais ultra-som foi aplicado, antes da agitagdo, a
suspensdo do solo com resina uma poténcia de 100 W mL! utilizando-se um
equipamento de ulfra-som com sonda.

Os exiratos, assim obtidos, foram analisados colorimetricamente medindo-se
a absorbdncia (abs.) em 465 nm (EsHu) e 665 nm (E<Hu) em uma solugdo a pH 8,5
(CHEN et al., 1977) dtilizando-se 5 mL do extrato em 5 mL de uma solugdo tampdo
de NaHCOs a 0,1 mol L. Qutros 5 mL do extrato foram acidificados a pH = 2 com
HCI e o AH precipitado e AF dissolvido foram separados por centrifugagdo a 17000
g por 10 min. O AH foi redissolvido com 10 mL de uma solug&o tampdo de NaHCOs
a 0,05 mol L't e analisado colorimetricamente (EsAH e EsAH). Estimou-se a E«AF por
diferenca: EsAF = EsHu - EsAH. Calculou-se a abs. g' de solo (EsHu * 20), a abs. g' de
C (EsHu * 2000 / % Co) e a relacdo AF/AH (E4sAH / EsAF) (GERZABEK et al., 1993). O
restante do exirato foi congelado.

A extracdo e andlise colorimétrica foi repetida trés vezes na mesma amostra
de solo (sequencialmente}, e os extratos foram adicionados ao extrato congelado
proveniente da primeira extragdo, congelados e ao final Iioﬁlizodos e armazenados
em dessecadores com silica gel até serem utilizados para as andlises
cromatogrdficas.

Para as andlises por CE-VPC foram selecionadas oito amostras, devido a
maior disponibilidade de material: campo nativo (0-5 e 10-20 cmj; reflorestamento

(5-10 e 20-50 cmy}; plantio direto e cultivo minimo (0-5 e 5-10 cm).
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Esta andlise foi efetuada com um método similar ao descrito nho capitulo
anterior. As principais diferencas foram a ressolubilizagdo de 80 mg para o exirato
por pirofosfato e 30 mg para os extratos por resina e resina/ulira-som em 10 mL do
eluente; cenftrifugacdo desta solugdo a 29000 g por 30 min descartando-se o
precipitado, visando reduzir o conteldo de contaminantes minerais nas fracdes
cromatogrdficas; uso de uma coluna cromatografica mais curta (500 mm de
comprimento ao invés de 1000 mmy) e um fluxo maior {2 mL min-) o que possibilitou
a andlise e fracionamento em menos tempo; obtencdo dos cromatogramas nos
comprimentos de onda de 254, 465 e 665 nm, sendo que para a obtengdo dos
cromatogramas em 254 nm a solugao do extrato foi diluida cinco vezes no eluente
(1:5), e uso de uma solugdo tampdo de KHCO3 a 0,05 mol L' (pH 8,5) como eluente
ao invés de NasB207/NaCl (pH 9). O KHCOs foi selecionado pelas seguintes razdes:
(@) o pH resultante é préximo a 8, que € o pH recomendado para medidas da
relacdo Es/Es (KONONQOVA, 1966, p. 402; CHEN et al, 1977); (b) é possivel a
obtencdo de um material “limpo” para posteriores andlises por IVIF e RPE com a
transformacdo do KHCOs a KCI pela adigdo de uma solugdo de HCI; {c) KHCOs
mostra-se mais adequado, para as andlises citadas, do que NaHCOs pois o KCI é
menos higroscdpico em relagdo ao NaCl.

A calibracdo da coluna e cromatografias foram efetuadas de modo sirﬁilcr
ao anteriormente descrito.

O fracionamento foi efetuado coletando-se o eluato em diferentes classes
de valor Kd, classes estas determinadas baseando-se na deconvolugdo dos picos

de cromatogramas previamente obtidos. Estas classes foram em valores Kd: -0,12 a
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0,06 (fragcdo A); 0,06 a 0,24 (fragcdo B); 0,24 a 0,48 (fragdo C); 0,48 a 0,77 (fragdo D) e
0.77 a 1,15 (fragdo E - substncias ndo humicas).

A concenfracdo de Co do eluato foi estimada como descrito em
BRANDSTETTER et al. (1996) que utilizaram a absorgdo na regido do UV {254 nm)
para estimar a concentragdo de C na solugdo do solo.

Os dados foram convertidos para absorbdncia em 465 nm por grama de

. -1
solo {abs. g de solo), relagdo Es/Es e uma estimativa da absortividade (E:r:rﬁL C)

dado por: absorbancia do eluato em 465 nm/estimativa da concentragdo de Co
do eluato. A importdncia da absortividade € intensamente discutida em ORLOV
(1986, p. 149-166).

Os espectros de UV-Vis de todas as fragdes e os valores Es4 e Es das fragdes
hUmicas foram medidos.

A andlise matemdtica dos cromatogramas foi efetuada pela deconvolugdo

dos mesmos (modelo Gaussiano) utilizando-se o programa Microcal-Origin®, o
ajuste foi testado calculando-se o valor 2. Andlises de correlagdo de Pearson

foram efetuadas. utilizando-se os escores fatoriais calculados no capitulo anterior

utilizando-se o programa STATISTICA® for Windows®.

IV.2 RESULTADOS E DISCUSSAQ

A relacdo Es/Es, uma medida da condensagdo/conjugagdo das SH e/ou

tamanho molecular, variou de 4,9 a 8,7 (tabela 9), intervalo este considerado tipico

de SH extraidas de solos minerais (SCHNITZER e KHAN, 1978, p. 12). O método de
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extragdo, enfretanto, claramente influenciou os resultados, sendo que, o hUmus e o
AH exiraidos por resina apresentaram uma relacdo Es/Es distintamente menor em
relagcdo daqueles exiraidos por pirofosfato. O método da resina/ultra-som
apresentou valores intermedidrios (tabela 9). Visto que a extragdo com resina
produz extratos mais polimerizados do que aqueles extraidos por dlcalis diluidos
(SCHNITZER e KHAN, 1978, p. 5) ou por pirofosfato (DANNEBERG e SCHAFFER, 1974), é
provavel que o menor valor da relagdo Es4/Es, para o material extraido por resina,
pode ser relacionado ao maior tamanho molecular deste (CHEN et al., 1977),
embora os estudos de BAES e BLOOM (1990) demonstraram que as SH ndo exibem
caracteristicas de espalhamento da luz, e por isto a relagdo E4/Es ndo seria
controlada pelo tamanho molecular.

TABELA 9 - ANALISE COLORIMETRICA DO HUMUS (Hu) E DOS ACIDOS HUMICO (AH) E FULVICO
(AF) OBTIDOS POR DIFERENTES METODOS DE EXTRACAQ

Amostra 1 Extrator E4:Es Hu EsEs AH AF/AH Abs. g-! Solo
Pirofosfato 8.3 5.4 0.33 593
CN Resina 4,9 4.4 0.27 25,4 (43%) 2
Resina/ulfra-som 5,5 5,1 0.21 56.3 {95%)
Pirofosfato 8,7 8.2 0,29 84,1
F Resina 6,3 5.5 0.29 35.3 (42%)
Resina/ultra-som 7.1 6.3 0.26 49,3 (59%)
Pirofosfato 7.6 7.0 0.47 50.8
PD Resina 5,7 5.1 0.23 39.1 (77%)
Resina/ultra-som 6.9 6.2 0,22 42,8 (84%)
Pirofosfato 8.3 7.8 0,52 43,8
CM Resina 59 52 0.29 26,1 (60%)
Resina/ultra-som 7.5 6.9 0.23 20.8 (48%)

! Valores médios das quatro profundidades amostradas.
2 Percentagem em relagdo ao pirofosfato.

Com excecdo da drea sob reflorestamento, a relagcdo AF/AH foi maior no
extrato do pirofosfato, o que concorda com os dados de DANNEBERG e SCHAFFER

(1974). Isto justifica em parte o maior valor da relagdo Es/Es do himus extraido por



69

pirofosfato, visto que o AF apresenta valores maiores para a relagdo E4/Es do que o
AH (SCHNITZER e KHAN, 1978, p. 12).

A relacdo AF/AH do extrato foi relativamente maior para pirofosfato nos solos
cultivados (plantio direto e cultivo minimo) comparado aos solos sob
reflorestamento e campo nativo (tabela 9). Transformando-se os dados da relagdo
AF/AH do extrato por resina e resina/ultra-som em valores relativos ao extraido por
pirofosfato, observou-se que hd uma comrelagdo negativa entre este valor relativo e
o escore fatorial cultivo (andlise de cormrelagdo R=-0,80 e - 0,77, para o extrato por
resina e resina/ultra-som, respectivamente). Tal observagdo indica que, com o
aumento da intensidade do cultivo o pirofosfato extraiu preferentemente AF ou que
este extrator promoveu a ruptura de SH de maior peso molecular em SH menores, e
que SH de solos cultivados foram mais sujeitas a este efeito.

O aumento da eficiéncia da extragcdo por resina apds dispersdo do solo por
ultra-sonificagdo foi evidente em trés dos quatro casos estudados (tabela 9). A abs.
g de solo foi na média 1,38 vezes maior apds a dispersdo dos coldides do solo
pelo tratamento com ultra-som, comparado a extracdo com resina sem este pre-
tratamento. Este efeito foi especialmente evidente no solo mais argiloso (campo
nativo). Em geral o aumento da eficiéncia da resina como extratora pela ultra-
sonificacdo foi menos pronunciado nas dreas cultivadas.

As figuras 23, 24 e 25 mostram exemplos da distribuicdo de tamanhos
moleculares do humus do solo extraido da amostras campo nativo (0-5 cm). Estes
cromatogramas sdo mostrados como exemplos de toda as demais amostras
analisadas. As fragcdes de A a E representam substdncias orgdnicas com tamanho

molecular em ordem descrescente. A partir de dados do capitulo anterior pode-se
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concluir que as fragdes A e B sdo porgdes distintas do AH cinza, a fragdo C e
composta de parte do AH cinza e parte do AH marom, a fragdo D € uma mistura
de outra parte do AH marrom e a totalidade do AF e a fragdo E compreende

principalmente as substancias ndo humicas.

. Imgl’'C .
FIGURA 23 - CROMATOGRAMAS EM ABS. (465 nm) g' DE SOLO E E m DO HUMUS

EXTRAIDO DA AMOSTRA CAMPQO NATIVO (0-5 cm) PELO METODO DA RESINA/ULTRA-SOM
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A figura 23 mostra um cromatograma tipico do himus do solo extraido pelo
método da resina/ultra-som. Embora a estimativa da concentragcdo de Co. seja
precdria, devido a diferentes absortividades das substancias orgdanicas, o

almgl’'C

cromatograma da E,., (figura 23) concorda com medidas diretas da

concentragdo de Co. e absortividade da literatura (DANNEBERG, 1981; DANNEBERG
e SCHAFFER, 1984; MOHAMAD et al., 1993). O maior desvio entre os dois métodos foi
observado na regido das substancias ndo himicas - fragdo E (Kd 0,77 a 1,15), que
pode ser explicado pela menor absortividade na regido do UV nesta regido do
cromatograma devido, provavelmente, a alta concentracdo de pequenos

compostos organicos saturados possivelmente presentes nesta fracdo.
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A posicdo do segundo maximo do cromatograma de E]C,ﬁ’ praticamente

coincidiu com a posi¢cdo do terceiro pico da deconvolugdo do cromatograma de
abs. g de solo (figura 24), pico este que foi independente do fator escore cultivo
(tabela 7). Esta observagcdo confirma as conclusdes a respeito da estabilidade
desta fragdo do humus atribuida & alta conjugagdo dos seus anéis aromaticos
indicado pelo baixo valor da relacdo E«/Es (tabela 5) e alta absortividade
especifica (figura 24).

-
FIGURA 24 - CROMATOGRAMA EM E,mS" © E DECONVOLUGAO DO TERCEIRO PICO DO

CROMATOGRAMA EM ABS. (465 nm) g DE SOLO DO HUMUS EXTRAIDO DA AMOSTRA CAMPO
NATIVO (0-5 cm) PELO METODO DA RESINA/ULTRA-SOM
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Nos solos cultivados, o segundo maximo do cromatograma de Emﬁ foi

mudado para uma regido de maior Kd, especialmente o material extraido por
resina/ultra-som. Isto indica que o cultivo do solo promoveu a quebra/degradagdo
de SH de grande tamanho molecular para SH menores (dados ndo mostrados).

A partir da deconvolugdo do cromatograma de abs. g' de solo e do

& -1 -
cromatograma E]]::'EL & (figura 23) pode-se concluir que o meétodo proposto
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mostra-se eficiente para a obtencdo de fracdes de SH com diferentes
caracteristicas espectroscépicas (UV-Vis).

A largura dos picos d meia altura foi relativamente constante entre os
métodos de extragcdo, exceto o quarto pico que apresentou um maior valor para o
extrato com pirofosfato (tabela 10).

TABELA 10 - EARAMETROS AJUSTADOS DA DECONVOLUCAO DOS CROMATOGRAMAS DO
HUMUS EXTRAIDO POR DIFERENTES METODOS

ParGmetro ! Pirofosfato 2 Resina 2 Resina/ultra-som 2
XCh 0,0184 0.0217 0,0073
Wi 0.0795 0.0797 0.0751
A 00,0569 0,0221 {39%) 3 0,0342 {60%)
XC»2 0,1158 0.1306 0,1137
W» 0.1550 0,1693 0.1675
Az 0.0378 0,0154 (41%) 0,0244 (65%)
XCa 0.5002 0,5046 0.5017
Wa 0,3422 0,3327 0.3064
As 0.2448 0.0931 [38%) 0,1773 [72%)
XCq 0,6589 0,6473 0.6194
W34 0.1886 0,1497 0.1437
A4 0.1333 0,0441 {33%]) 0.0810 {61%)

1Onde:

XCn = centfro do pico

whn = largura do pico & meia altura

An = drea sob o pico

indice n: 1 = 1° pico; 2 = 2¢ pico; 3 = 3° pico e 4 = 4° pico
2 Valores médios das oito amosiras analisadas por cromatografia
3 Percentagem em relagdo ao pirofosfato.

O emprego de ultra-som produziv uma fragdo A com menor valor Kd (xc),
enquanto que as demais fragdes apresentaram valores de Kd similares entre os
métodos de extracdo (tabela 10). A partir das dareas sob os cromatogramas pode-
se deduzir que o pirofosfato foi o extrator mais eficiente, seguido pelo método da
resina/ulira-som, o que confirma os dados obtidos pela andlise colorimétrica dos
extratos.

A fracdo de menor tamanho molecular apresentou os maiores valores da

relacGo Es«/Es (figura 25 e tabela 11). Valores acima de 10 sdo tipicos de AF
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(SCHNITZER e KHAN, 1978, p. 12). Os resultados da relacdo Es«/Es das fragoes
cromatogrdficas dos extratos com pirofosfato, resina e resina apds ultra-sonificacdo
(tabela 11) confirmam os resultados apresentados acima (tabela 9), onde o
material extraido por resina apresentou uma relagdo Es/Es distintamente menor em
relagdo aqueles extraidos por pirofosfato e o método da resina/ultra-som com
valores intermedidrios. Novamente observou-se um valor alto da relacdo Es/Es para

a fragdo A em todas as amostras e extratores estudados.

TABELA 11 - RELACAO E«/Ec DAS FRACOES CROMATOGRAFICAS DAS SH EXTRAIDAS POR
PIROFOSFATO, RESINA E RESINA/ULTRA-SOM
Extrator

FracGo cromatografica Pirofosfato® Resina’ Resina/ultra-som™

A 10,6 7.4 2.0

B 7.5 35 6.6

G 5.8 4,5 4.8

D 16,8 9.9 11,8

*Média de oito amostras
" Média de todas as dezesseis amostras

FIGURA 25 - CROMATOGRAMAS DA RELACAO Es/Es DO HUMUS EXTRAIDO DA AMOSTRA
CAMPO NATIVO (0-5 cm) POR PIROFOSFATO A 0,02 mol L', RESINA E RESINA/ULTRA-SOM
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Observou-se nos espectros de UV-Vis das fragdes A e com menor intensidade
na B uma banda centrada em 470 nm (figura 26). Espectros similares ao mostrado
foram obtidos para todas as demais amostras e extratores empregados; esta

banda em 470 nm contribuiu para o alto valor da relacdo Es/Es da fracdo A.
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FIGURA 26 - ESPECTROS NA REGIAO DO VISIVEL DAS FRACOES CROMATOGRAFICAS DE SH
EXTRAIDAS DA AMOSTRA CAMPO NATIVO (0 - 5 cm) PELO METODO DA RESINA/ULTRA-SOM

SCHNITZER e KHAN (1978, p. 11) afirmaram que os espectros na regido do
visivel de SH ndo apresentam nenhuma banda caracteristica, exceto materiais
humicos denominados de AH “verde" (Pg) que apresentam bandas de absor¢do
em 450, 570 e 620 nm e podem ser devido a derivados do 4,9-dihidroxiperileno-
3.10-quinona (SCHNITZER e KHAN, 1972, p. 60). ORLOV (1986, p. 166-171) apresentou
espectros com pequenas bandas nesta regido e as atribui a fracdo Pg das SH. As
bandas observadas, neste trabalho, em 470 nm podem ser atribuidas aos
compostos do tipo das hidroxiantraquinonas (ORLOV, 1986, p. 171).

A pureza de um material colorido pode ser medido através da sua extingdo

especifica (E]%S) ou absortividade (DANNEBERG, 1973; MOHAMAD et al., 1993). O

, " " Y " " ~ Imgl'C
metodo da resina/ultra-som produziv as SH mais “puras” pela sua maior E1cn?

seguido por pirofosfato e por Ultimo resina (dados ndo mostrados). Estes dados
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estdo de acordo com os de DANNEBERG (1973) que encontrou que a extracdo
com pirofosfato produziu SH com maior grau de pureza (alta EI%¢) do que a

lcm

extracdo com resing; o pior resultado foi obtido com NaOH.

IV.3 CONCLUSOES

A extracdo do hUmus do solo com resina apds dispersdo dos coldides do
solo por ultra-som, mostra-se um método adequado, pois aumenta a eficiéncia da
resing, provavelmente sem criar artefatos e produz SH relativamente “puras™. A
quantidade de SH extraidas por este método é compardvel aquela obtida com o
método convencional de extracdo com pirofosfato e apresenta a vantagem de
fornecer um extrato ndo contaminado com outros sais e entdo, pode ser utilizado
para andlises posteriores por IVTF sem preparag¢oes adicionais.

CE-VPC é um meio adequado para andlise e fracionamento do humus em
classes de tamanho molecular e o uso de KHCOs como solugcdo eluente com
posterior acidificagdo com uma solugdo de HCI para a sua transformacdo em KCI
previne a contaminacdo do himus fracionado por sais que poderiam interferir nas
andlises por IVTF.

A estimativa da absortividade pela absorbdncia na regiGo do UV & um
método ndo destrutivo e produz dados comparaveis aos apresentados na literatura
com medidas diretas da concentragdo de Co.

Observou-se nas fracoes A e em menor extensdo na B de todas as orﬁos’fros
a presenca de uma banda centrada em 470 nm que pode ser atribuida aos

compostos do tipo das hidroxiantraquinonas.
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CAPITULO V: ESPECTROSCOPIA DE IVTF E RPE DO HUMUS FRACIONADO EM VIDRO

DE POROSIDADE CONTROLADA

V.1 MATERIAL E METODOS

As fragdes do humus, obtidas conforme descrito no capitulo anterior, foram
acidificadas até pH 4 com uma solucdo dilvida (0,01 mol L) de HC! para
transformagdo do KHCOs em KCle a seguir congeladas e liofilizadas.

Para as andlises por IVIF e RPE foram selecionadas as fragdes do himus
extraido por resina/ultra-som obtidas da camada mais superficial (0-5 cm) das
quatro dreas em estudo e adicionalmente, para as andlises por RPE, as fragdes do
himus da amostra campo nativo (0-5 cm) extraido por pirofosfato de sddio a 0,02
mol L', selecionou-se esta amostra pela sua maior concenfragdo em SH.

As andlises por IVTIF foram efetuadas em equipamenio Bohmen 100 e
segundo método bem estabelecido na literatura (PAIM et al., 1990} diluindo-se
aproximadamente 2 mg de amostra em 100 mg de KBr e manufaturando-se
pastiihas com o emprego de uma prensa hidraulica. Os espectros foram adquiridos
somando-se 20 varreduras com resolucdo de 4 cm', na faixa de 4000 a 400 cm™'.

Os estudos por RPE foram efetuados em espectrometro BRUKER ESP 300 E
operando em banda-X (~ 9,7 GHz), utilizando modulagdo de 100 kHz, &
temperatura ambiente. As amosiras foram colocadas em tubos de quartzo de 4
mm de diametro interno. Utilizou-se o N,N-difenilpicrilhidrazil (DPPH) como padrdo

para a comrecdo do campo magnético e fator-g.
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Para otimizagdo dos pardmetros do equipamento efetuou-se diversos
ensqios em uma das amostras com variagdo da amplitude de modulagdo e
poténcia de microondas de modo a determinarse a mdxima poténcia sem

saturacdo do sinal (GEHRING et al., 1993).

V.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as fracdes cromatograficas analisadas por IVTF apresentaram uma
banda de absorcdo intensa e larga .em 3400-3200 cm' (figuras 27-31), que &
atribuida & deformacdo axial de grupos OH e NH2 (STEVENSON e GOH, 1971; PAIM

et al., 1990).

FIGURA 27 - ESPECTROS DE IVTF DA FRACAO A EXTRAIDA DA AMOSTRA CAMPO NATIVO
(0-5 cm) PELO METODO DA RESINA/ULTRA-SOM
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As bandas de absor¢cdo na regido de 2900 cm, que sdo atribuidas aos

grupos CH alifdticos (DICK et al., 1997: NIEMEYER et al., 1992), variaram de
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intensidade entre as fragdes cromatograficas e entre as diferentes dreas estudadas,
sendo menos intensas nas fragdes E e nas amostras obtidas das dreas agricolas.
Estas bandas foram especialmente intensas nas fragdes humicas (fragdes A, B, C e
D) da amostra campo nativo (figuras 28-31).

FIGURA 28 - ESPECTROS DE IVTF DAS FRAGOES CROMATOGRAFICAS DO HUMUS EXTRAIDO DA
AMOSTRA CAMPO NATIVO (0-5 cm) PELO METODO DA RESINA/ULTRA-SOM

Trarsnrilancia (4

FIGURA 29 - ESPECTROS DE IVTF DAS FRACOES QROMATOGRAFICAS DO HUMUS EXTRAIDO DA
AMOSTRA REFLORESTAMENTO (0-5 cm) PELO METODO DA RESINA/ULTRA-SOM

Trarsiritancia (A
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FIGURA 30 - ESPECTROS DE IVTF DAS FRACOES CROMATOGRAFICAS DO HUMUS EXTRAIDO DA
AMOSTRA PLANTIO DIRETO (0-5 cm) PELO METODO DA RESINA/ULTRA-SOM

Trarsmilancia (%

FIGURA 31 - ESPECTROS DE IVTF DAS FRACOES CROMATOGRAFICAS DO HUMUS EXTRAIDO DA
AMOSTRA CULTIVO MINIMO (0-5 cm) PELO METODO DA RESINA/ULTRA-SOM
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As bandas de absorcdo atribuidas aos grupos carboxilicos (1720 cm) e
carboxilatos (1640 e 1420 cm-') (PAIM et al., 1990) apresentaram baixa intensidade
em todas as amostras, o que é incomum para SH, enquanto que a banda de
absor¢do em 1216 cm-! foi observada em todas as fragdes cromatogrdficas com

infensidade relativamente alta. Esta banda apresentou maior intensidade nas
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fragcdes E de todas as amostras e em todas as fracdes cromatograficas da amostra
reflorestamento. Como esta banda é atribuida a deformagdo axial de C-O (DICK
et al., 1997), e as demais bandas de COOH ou COO- sdo de baixa intensidade,
supdem-se que outros grupos, tais como aril-éters contribuam significativamente
para a absorcao nesta regido (STEVENSON e GOH, 1971).

Observou-se uma banda intensa em 1050 cm'!, provavelmente devido a
uma alta concentragdo de polissacarideos. Carboidratos representam cerca de
10% da matéria orgdnica do solo (MIANO, 1990} e BRAVARD e RIGHI {1991)
observaram a presenca de carboidratos em espectros de IVTF de AF extraido de
latossolos. A menor intensidade desta banda de polissacarideos em SH obtidas
pelo método cldssico pode ser devido ao fato que, com o uso de solucdes bdsicas
concentradas para a extracdo e fracionamento quimico por precipitacdo com
Acido, pode-se eliminar grande parte destes carboidratos, pois, aproximadamente
‘metade do C orgdnico presente na fragdo solivel em acido seria de substancias
ndo humicas (ORLOV, 1986, p. 162) que seriam descartadas ao isolar-se o AH.
STEVENSON e GOH (1971) constataram que a hidrdlise dcida de preparados de SH
do ftipo i, que apresentam altos conteldos de material proteinGceo e
polissacarideos, leva a uma grande reducdo de intensidade da banda atribuida
aos polissacarideos (1050 cm ) sem levar ao desaparecimento das bandas de
absorcdo de C-H dlifdtico (2920 e 2840 cm), porém ndo se sabe se estes
polissacarideos sGdo componentes estruturais das SH ou impurezas co—odsorvic;los ou
co-precipitadas. Estudos de infravermelho de melaninas de fungos, que podem
contribuir para a formacao de SH nos solos, ndo tratadas por solugdes dcidas ou

basicas, apresentam a banda em 1030 cm'! relativamente intensa, enquanto que o
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AH, proveniente do mesmo solo de onde foram isolados os fungos geradores das
melaninas em causa, extraidos e fracionados pelo método cldssico, praticamente
ndo apresentam esta banda de absorcdo (PAIM et al., 1990).

Pelos espectros de IVTF observa-se que as fragcdes obtidas sdo praticamente
livres de contaminantes minerais pela auséncia das bandas tipicas de deformagdo
axial de OH de silicatos e minerais de Al na regido de 3400 a 3700 cm!, logo, pode-
se afirmar que a banda de absor¢cdo em 1050 cm! seja devido principalmente aos
polissacarideos e ndo a impurezas minerais, visto que esta banda pode também ser
atribuida a deformacdo axial de Si-O (GRESSEL et al., 1995).

Bandas de absorcdo em baixas frequéncias (900-400 cm) sdo de
interpretacao incerta (PICCOLO e STEVENSON, 1982).

Os espectros de IVTF (figuras 27-31) sdo tipicos de SH do tipo Ill, embora as
bandas atribuidas a grupos carboxilicos (1720 cm'), carboxilatos (1640 e 1420 cm-'),
peptideos (1540 cm') e em alguns casos C-H alifdtico (2920 e 2850 cm)
(STEVENSON e GOH, 1971) sdo muito pouco intensas.

Os espectros de RPE com varredura de campo de 5000 G (figura 32)
apresentaram como sinais tipicos uma linha larga (AB = 580 G) centrada em g =2
que diminui marcadamente de intensidade com a diminuvicdo do tamanho
molecular da fracdo, sendo ausente nas fragcdes D e E. Este sinal pode ser atribuido
a interacdo dipolar (GOODMAN e HALL, 1994, p. 191} entre ions de Fe? préximos. A
presenca deste sinal com maior intensidade na fragcdo A sugere que esta fracdo
possa estar contaminada por minerais, © que ndo se confirma pelos espectros de
IVTF, logo estes ions de Fe®* estariaom ligados a fase organica. As linhas de

ressondncia de Fe?* em sitio com simetria rombica (g1 = 4,3 e g2 = 8,9) (MEADS e



82

MALDEN, 1975), apresentaram intensidade muito baixa, podendo até serem
negligenciadas.

FIGURA 32 - ESPECTRO DE RPE DAS FRACOES CROMATOGRAFICAS DO HUMUS EXTRAIDO DA
AMOSTRA CAMPO NATIVO (0-5 cm) PELO METODO DA RESINA/ULTRA-SOM. POTENCIA DE

MICROONDAS: 2 mW (20dB), VARREDURA DE CAMPO: 5000 G, AMPLITUDE DE MODULAGAO:
10 G, TEMPERATURA AMBIENTE (300 K)
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A ndo observacdo de sinais de outros metais paramagnéticos como Mn e
Cu e a baixa intensidade do sinal de Fe* em sitio com simetria rémbica,
normalmente cbservados em espectros de RPE de SH (SENESI et al., 1989), pode ser
devido a alta capacidade de quelagdo da resina e do pirofosfato utilizados como
extratores e que levariam a eliminagcdo destes metais contidos no hUmus. Excegao
é feita ao Fe* que é observado como impurezas ferri ou ferromagnéticas
principalmente nas fragcdes A e B, sendo que este sinal pode ser proveniente de
oOxidos-hidroxidos de Fe coloidal associados as SH e que passariam através da
coluna cromatografica. O pirofosfato & eficiente para a exiragdo de Fe*
complexado a fracdo orgdnica, mas o Fe** inorgdnico precipitado ndo € extraido

por este reagente (HERMANN e GERKE, 1992).
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Um sinal tipico em todas as fragdes humicas (fragdes de A a D) foi uma linha
estreita centrada em g = 2 (figura 32), que pode ser atribuida a radicais livres do
tipo semi-quinonas (RIFFALDI e SCHNITZER, 1972; SCHNITZER e KHAN, 1978, p. 16;
ORLQV, 1986, p. 146-147; SENESI et al., 1989), embora CHESHIRE e McPHAIL (1996)
tenham afirmado que os espectros de RPE de SH por eles adquiridos ndo sdo
similares aqueles de mondmeros de semi-quinonas.

A fracdo E ndo apresentou nenhum centro paramagnético.

Os espectros de RPE adquiridos em segunda derivada e em detalhe da
regido de g = 2 com varredura de campo de 50 G e amplitude de modulagdo de
1G nesta regido € dado na figura 33.

FIGURA 33 - ESPECTRO DE RPE, COM VARIACAO DA AMPLITUDE DE MODULACAQ, DA
FRACAO A DO HUMUS EXTRAIDO DA AMOSTRA CAMPO NATIVO (0-5 cm) POR PIROFOSFATO
A 002 mol L. SEGUNDA DERIVADA, POTENCIA DE MICROONDAS: 10,1 mW (13dB),
VARREDURA DE CAMPO: 50 G, REGIAQ DE g = 2, TEMPERATURA AMBIENTE (300 K)
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Observou-se que a linha estreita centrada em g = 2, na fragdo A,

desdobrava-se em duas linhas, uma centrada em g = 2,0030 com largura de linha
de 5 G, e outra centrada em g = 1,9989 com largura de linha de 16 G ambos
devidos, provavelmente, a radicais livres orgdnicos pela sua pequena largura de
linha em relagdo a sinais de RPE de metais. Um sinal de RPE com valor-g desta
magnitude foi relatado por SENESI et al. (1989a) em amostras de AH aqudticos e foi

considerado atipico por estes autores.
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Como ndo se conseguiu maior resolugdo nesta regido, trabalhando-se com
amplitude de modulacdo de 1 G e acumulando-se 1000 varreduras em
aproximadamente trés horas de aquisicdo em comparagdo a aquisicdo com
amplitude de modulacdo de 4 G (figura 33), resclveu-se adquirir os espectros com
sobremodulagdo de 4 G, mesmo sabendo-se estar deformando o sinal de menor
campo e acumulando-se 100 vareduras em aproximadamente 10 minutos de
aquisicdo.

Os espectros de RPE adquiridos com varredura de campo de 50 G, poténcia
de microondas de 10 mW e amplitude de modulagdo de 4 G das fragdes A e B de
todas as amostras apresentaram estes dois sinais, sendo que na fracdo A o sinal em
campo mais alto foi mais intenso (figura 34).

FIGURA 34 - ESPECTRO DE RPE DAS FRACOES CROMATOGRAFICAS DO HUMUS EXTRAIDO DA
AMOSTRA CAMPO NATIVO (0-5 cm) PELO METODO DA RESINA/ULTRA-SOM. SEGUNDA
DERIVADA, POTENCIA DE MICROONDAS: 10,1 mW (13 dB), VARREDURA DE CAMPO: 50 G,
REGIAO DE g = 2, AMPLITUDE DE MODULAGAQ: 4 G, TEMPERATURA AMBIENTE (300 K)

g=20031 o1.9989
fragdo A
g fragdo B
£ fragdo C
fragdo D
1 1 L 1 ]

R N WS

Esta observacdo pode ser relacionada aos dados de espectroscopia na
regido do visivel, pois a banda em 470 nm foi mais intensa na fragdo A, diminuiu de
intensidade na fragdo B e quase ndo foi observada nas demais fragoes (figura 26),
o mesmo ocorrendo com o sinal de RPE centrado em g = 1,9989. Este sinal de RPE

pode ser atribuido ao dnion ou cdtion radical de hidroxiantrasemiquinonas
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(VATANEN e PEDERSEN, 1996), vistos que medidas de RPE deste tipo de composto
apresentavam sinais com larguras de linhas de até 16 G.

As demais fragdes humicas apresentaram apenas o sinal centrado em g =
2,0030 (tabela 12 e figura 34) que pode ser atribuido a cations ou anions radicais de
semi-quinonas, sendo que este sinal apresenta o maior valor g para a fragao D.

Desde que ndo haja a saturacdo do sinal de RPE, a intensidade deste é
proporcional & raiz quadrada da poténcia de microondas aplicada, entdo pode-se
determinar facilmente a poténcia de saturacdo de um sinal adquirindo-se o©s
espectros, nas mesmas condicoes, porém variando-se a poténcia de microondas
(GEHRING et al., 1993). Através deste ensaio observou-se que o sinal em g = 2,0030
satura em 10 mW de poténcia, enquanto que o sinal em g = 1,9989 ndo satura
mesmo com 200 mW de poténcia de microondas (figura 35). Este comportamento
diferenciado j& era esperado, visto que espécies com tempo de relaxacdo mais
curto apresentam linhas mais largas (DRAGO, 1992, p. 96) e hd uma relagdo inversa
entre o tempo de relaxagdo e a poténcia na qual ocorreria a saturagdo do sinal
(SENESI, 1990, p. 86-87).

FIGURA 35 - ESTUDO DA VARIACAO DE POTENCIA EFETUADO NA FRACAO A DO HUMUS
EXTRAIDO DA AMOSTRA CAMPO NATIVO (0-5 cm) PELO METODO DA RESINA/ULTRA-SOM
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A semelhanca dos espectros de RPE de amostras de AH provenientes de

solos submetidos a diferentes sistemnas de manejo ja foi descrita por CHESHIRE e
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CRANWELL (1972), que afirmaram que o cultivo ndo altera o tipo do espectro de

RPE do AH extraido do solo.

TABELA 12 - VALORES-g DOS RADICAIS LIVRES DAS FRACOES CROMATOGRAFICAS

Fracdo Campo nativo  Reflorestamento Plantio direto Cultivo minimo
cromatogrdfica {0-5 cm) {0-5¢cm) [0-5 cm) [0-5cm)
A 2,0031 2,0033 2.0031 2.0034
1,9989 1,9987 1,9982 1,9990
B 2,0030 2.0031 2.0035 2,0033
1,9984 1,9982 1,9983 1,9991
C 2,0032 2,0029 2,0032 2,0035
nd" nd nd nd
D 2,0040 2,0035 2,0040 2,0042
nd nd nd nd

nd* = ndo detectado.

A ndo observacdo deste segundo sinal centrado em g = 1,9989 e da sua
banda comespondente no espectro de UV-Vis em SH exiraidas e fracionadas por
método tradicional pode ser devido as alteragcdes do himus ocasionadas durante
estas operacdes. Estas observacdes novamente evidenciam as potencialidades do

método aqui proposto para o estudo do humus.

V.3 CONCLUSOES

Os espectros de IVTF das fracdes cromatogrdaficas do himus da camada
superficial (0-5 cm) do solo extraido por resina/ultra-som indicaram a presenca de
altas concentracdes de carboidratos associados ao humus e baixas de grupos
carboxilicos/carboxilato.

Observou-se, por RPE, nas fragdes de maior tamanho molecular a presenga

de ions Fe3* com acoplamento ferro-ferrimagnéticos e a presenca de um sinal
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adicional ao de semi-quinonas comumentemente observado, provavelmente
devido também a um radical orgadnico do tipo de hidroxiantrasemiquinonas, sinal
este que pode estar relacionado a banda centrada em 470 nm observada nas
mesmas fragoes por espectroscopia de UV-Vis.

Os resultados apresentados evidenciam as potencialidades do método aqui
proposto para extracdo e fracionamento do hUmus do solo.

A semelhanca dos espectros de RPE, das amostras de AH provenientes de
solos submetidos & diferentes sistemas de manejo, indica que o cultivo ndo altera o

tipo do espectro de RPE do AH extraido do solo.
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