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Resumo

A dindmica da matéria organica (MO) do solo é funcao
do balanco entre a taxa de adicao de residuos vegetais
e a magnitude dos processos de decomposicao.
Porém, as alteracdes qualitativas que ocorrem aos
diferentes residuos organicos adicionados ao solo sao
pouco conhecidas em regides subtropicais. O objetivo
deste estudo foi estabelecer o potencial da
Ressonancia Magnética Nuclear '*C no estado sélido
(RMN 'C CP/MAS) para detectar alteracdes
estruturais em fracdes orgénicas obtidas do solo e
plantas. Experimentos de RMN "°C e EPR (Ressonancia
Paramagnética Eletrénica) foram realizados sobre
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fracoes fisicas e quimicas da MO do solo (planta
inteira, liteira, MO leve livre, MO leve oclusa e acido
humico-AH), representando uma sequéncia de
humificacao dos residuos vegetais no solo. Com o
avanco da decomposicao dos residuos vegetais, a
reducao de C-O-alquil, aumento de C-alquil e C-
aromatico foram as alteracbes quimicas mais
evidentes. A razao C-0O-alquil/C-alquil diminuiu na
ordem planta inteira>liteira>MO leve livre>MO leve
oclusa>AH. A reducao na razao C-O-alquil/C-alquil foi
associada com o incremento do conteudo de radicais
livres semiquinona, determinado por EPR, indicando
gue a alteracao na razao C-O-alquil/C-alquil pode ser
utiizada com sucesso para determinar o grau de
decomposicao de compostos organicos.

Termos para indexacdo: Iindice de humificacdo,
fracdes da matéria organica do solo, RMN':C.



Abstract

The dynamics of soil organic matter (OM) is known to
be affected by the amount of residues added to the
soil and their decomposition rate. However the quality
changes on different organic residues added to soil are
low known under subtropical climatic conditions. The
objective of this study was to test the potential of the
solid state Nuclear Magnetic Ressonance '*C (NMR '*C
CP/MAS) as a method to detect structural changes in
some organic fractions of the soil and plant material.
NMR ™C and EPR (Electronic Paramagnetic
Resonance) experiments was perfomed on physical
and chemical soil organic matter fractions (whole
plant, litter, free light fraction, free occluded fraction
and humic acid- HA), which are the humification steps
of the crop residues applied to the soil. During the
crop residues decomposition in the soil, the more
evident chemical changes were O-alquil C reduction
and alquil and aromatic C increase. The O-alquil
C/alquil C ratio decreased in the order whole
plant>litter>free light fraction>free occluded
fraction>HA. The O-alquil C/alquil decrease was
associated to a spin concentration increase,
determined by EPR, showing that O-alquil C/alquil ratio
can be used as a valid method to measure the
decomposition/humification degree of the organic
materials.

Index terms: Humification index, soil organic matter
fractions, NMR'*C.



Introducao

Os residuos vegetais contribuem significativamente
para o armazenamento de matéria organica (MO) no
solo, com reflexos positivos na melhoria de diversos
indicadores quimicos, fisicos e bioldgicos, essenciais
para o aumento da qualidade e da produtividade do
solo. Além disso, sao importantes na ciclagem de
nutrientes, pois influem sobre a mineralizacao e
imobilizacdo de nutrientes e constituem-se em fonte
de C e energia para a biosintese microbiana. A maioria
dos estudos sobre dindmica da MO tém se preocupado
em quantificar o efeito de sistemas de manejo sobre
as alteracdes nos conteidos de C e N do solo,
entretanto, possiveis alteracdes qualitativas que
ocorrem durante a decomposicao dos diferentes
residuos orgéanicos adicionados ao solo sao pouco
conhecidas, especialmente em regides tropicais e
subtropicais. A relacdao C/N é um indice que tem sido
utilizado para caracterizar seqliéncias de
decomposicao e/ou humificacdo de compostos
organicos. No entanto, para pequenas alteracdes no
avanco da decomposicao, este indicador tem se
mostrado pouco sensivel.

A Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
de "°C no estado sélido (RMN '*C CP/MAS) tem sido
utilizada para caracterizar as mudancas na composicao
estrutural em diferentes residuos organicos durante o
processo de decomposicao (Baldock et al., 1992).
Geralmente, a decomposicao de residuos vegetais tem



sido associada ao aumento do conteddo de C-alquil e
decréscimo de C-O-alquil, indicando que a relacao C-
O-alquil/C-alquil pode ser um indice sensivel para
avaliacao do grau de decomposicao de fracoes
organicas de mesmo material de origem. Baldock et al.
(1992) propuseram um modelo de decomposicao de
residuos vegetais onde, inicialmente, polissacarideos
(celulose e hemicelulose) (C-O-alquil) sao
decompostos, com preservacao seletiva de estruturas
mais recalcitrantes como C-alquil e C-aromatico. Num
segundo estagio, moléculas de lignina, anteriormente
protegidas por polissacarideos, sao expostas aos
microorganismos e suas enzimas, resultando na
reducdo do conteido de C-aromatico e aumento de
cadeias alifaticas (C-alquil). Consequentemente, num
terceiro estagio, ocorre aciumulo de C-alquil por ambos
processos, ou seja, pela preservacao seletiva e pela
sintese microbiana in situ.

Visando estabelecer o potencial da RMN '°C CP/MAS
(RMN '3C) para detectar alteracdes estruturais em
residuos organicos e gerar indices de humificacao,
foram realizados experimentos de RMN 'C sobre
diferentes residuos orgénicos oriundos de sistemas de
culturas incluindo gramineas e leguminosas cultivadas
sob plantio direto hd 16 anos, cujas fracdoes coletadas
e/ou obtidas supunha-se representariam uma
sequéncia com diferentes estagios de humificacdo. A
fim de estabelecer uma relacdao entre os possiveis
indices de humificacdo obtidos por RMN '*C com
outros indicadores de humificacao existentes,
realizaram-se experimentos de EPR (Ressonéncia
Paramagnética Eletrénica) sobre as mesmas amostras,
9



cuja concentracao de radicais livre semiquinona (spins)
representa um outro parédmetro estrutural, o qual tem
sido relacionado ao grau de humificacao de residuos
vegetais e de fracdes da MO do solo.

Material e Métodos

As fracOes organicas analisadas e descritas a seguir
sado oriundas do experimento “Cobertura Vegetal como
Alternativa para Conservacdo do Solo”, instalado em
1983 na Estacao Experimental Agrondmica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Eldorado
do Sul, RS. O experimento é composto por dez
sistemas de cultura em plantio direto, contendo
espécies para cobertura de solo de inverno e de verao,
sendo o milho a cultura principal. Amostras de tecido
vegetal da planta inteira, coletadas no pleno
florescimento, e as fracdes organicas: residuos
vegetais sobre o solo, fracdes leve livre e leve oclusa
da MO e acido hdmico (AH), oriundas da camada O-
2,5 cm do solo, foram coletadas em trés sistemas de
cultura: pousio/milho-Zea mays (P/M), guandu-Cajanus
cajan/milho (G/M) e /lablab-Lablab purpureus/milho
(Lab/M) e numa éarea de campo nativo (CNativo)
adjacente a area experimental, em janeiro de 1999. A
sequéncia de plantas de inverno e verao utilizadas nos
sistemas de cultura e alguns atributos quimicos e
fisicos da camada superficial do solo da area
experimental sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores de pH-H20 (1:1), teores de carbono organico total
(COT) e nitrogénio total (NT), e distribuicdo de agregados da camada O-
2,5 cm de um ARGISSOLO VERMELHO, sob diferentes sistemas de
cultura em plantio direto.

NT
Sistema Cobertura vegetal pH COT Percentagem agregados’
Inverno Verdo g g <0,25 >0,25
dm3 dm3 mm mm
P/M pousio milho 6,0 26,7 2,09 23,2 76,8
G/M guandu milho+guandu 5,7 35,2 2,67 17.4 82,6

Lab/M  pousio/lablab milho +lablab 5,9 36,5 3,09 20,3 79,7
CNativo Paspalum sp. Paspalum sp. 5,4 49,8 3,73 15,9 84,1

! Paladini (1989).

Obtencao das fracdes organicas

Fracdo planta inteira: Na plena floracao das espécies
vegetais de cobertura e do milho, coletou-se a parte
aérea de trés plantas de milho, guandu e lablab, as
quais foram secas, moidas, sub-amostradas e moidas
novamente até 0,5mm. A parte aérea da vegetacao
presente no campo nativo nao foi amostrada.

Fracdo residuo em decomposicdo: Os residuos de
milho e das plantas de cobertura em decomposicao na
superficie do solo, nos sistemas P/M, Lab/M e G/M,
foram amostrados cerca de 45 dias apés o manejo do
milho e do lablab com rolo-faca, ou do corte da parte
aérea do guandu. No sistema campo nativo,
coletaram-se todos os residuos vegetais e a parte
aérea das plantas numa éarea de 0,50 m x 0,50 m, as
guais estavam em periodo senil devido a ocorréncia de
geadas. Apds a coleta, os residuos em decomposicao
foram secos ao ar, desintegrados em moinho de facas,

11



sub-amostrados e posteriormente moidos até atingirem
0,5 mm.

Fracéo leve livre da MO do solo: A fracao leve livre foi
obtida por flotacdao dos residuos organicos presentes
em uma massa de solo da camada 0-2,5 cm em Nal
com densidade 1,65 g cm™ (Fig. 1). Apés repouso, o
material foi centrifugado e o sobrenadante filtrado,
lavado o excesso de Nal, seco e moido até 0,25 mm.
Esta fracao consiste de residuos vegetais parcialmente
decompostos, localizados externamente aos agregados
e ricos em polissacarideos.

Fracdo leve oclusa da MO do solo: A fracao leve
oclusa foi obtida apds dispersao dos agregados da
massa de solo remanescente da obtencao da fracao
leve livre em Nal 1,65 g cm™; repouso; centrifugacéo;
filtragem; lavagem e moagem dos residuos vegetais,
similar ao procedimento adotado para a obtencao da
fracao leve livre. Esta fracao consiste de fragmentos
de plantas protegidos no interior de agregados
estdveis, com maior grau de decomposicao e maior
tempo de permanéncia no solo, comparado a fracao
leve livre. Pela sua localizacao, estas duas fracdes da
MO possuem diferentes graus de acessibilidade aos
microorganismos e, consequentemente, diferem em
estabilidade, grau de humificacdo e composicao
guimica.

Fracdo acido himico: A fracdao acido himico da MO
do solo foi obtida pela extracao, em meio alcalino
(NaOH 0,1 mol L"), de compostos organicos do solo
da camada 0-2,5 cm, a uma relacao solo/extrator

12



1:10; acidificacao; centrifugacao; purificacao; didlise e
liofilizacao.

. 200ml Nal (1,65 g cm™3)

Agitagdo
manual 5Xx
— 20g solo (0-2,5cm)

!

Filtragem em lh repouso == 2000g x 1h

filtro de vidro —— Fragio leve livre
(< 1,65)

— Fracado pesada

ﬁ (> 1,65)

Ultrasom 240W 10min
(960 J mLY)

Nal —
— Fracdo Pesada

Repouso Th == 2000g x 1h

sinterizado <—
(10-15pum)
sob vacuo

Filtragem em

filtro de vidro — Fracdo leve oclusa
sinterizado (< 1,65)
( sl(())l;lsécl:,l H;) — Fragdo pesada
vicu

(> 1,65)

Fig. 1. Esquema do fracionamento fisico da MO por densidade, utilizado
para separar a MO leve livre e leve oclusa. Adaptado de Golchin et al.
(1994).
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Obtencéo dos espectros de RMN '3C

Os espectros foram obtidos usando-se condicdes
experimentais padrao (Preston et al., 1994) e foram
gerados entre -20 e 220 ppm. A contribuicdo relativa
de cada tipo de C para a intensidade total do sinal foi
guantificada por integracao da area dos sinais nas
regioes de 0-50, 50-110, 110-140, 140-160 e 160-
200 ppm. As formas predominantes de C associadas a
cada regido espectral sdo apresentadas na Tabela 2. O
grau de aromaticidade (Arom.) das fracdes orgéanicas
foi determinado pela seguinte expressao:

Arom. (%)=

Area espectro 110-160 ppm

X 100

Area espectro 0-160 ppm

Tabela 2. Limites de deslocamento quimico e descricdo das formas de

carbono predominantes,

nas quatro

regides espectrais em que o0s

espectros de RMN '3C CP/MAS foram divididos. Adaptado de Baldock et

al. (1992).
Deslocamento Formas predominantes
quimico de C
(ppm)
Alquil 0-50 Grupos metil, metileno, metino, C-metoxil do tipo
-CH20- em élcoois
O-alquil 50-110 C-alquil ligado a O e C-alquil ligado a N, C
oxigenado grupo metoxil em ligninas, C cetal e C
acetal (di-oxigenado) de polissacarideos
Aromético 110-160 C-aromatico H-substituido, C-aromatico alquil-
substituido, C olefinico
Fendlico 140-160 C-aromético  O-substituido, C-aroméatico N-
substituido
Carboxila 160-200 Acidos carboxilicos, ésteres e amidas

14



Resultados e Discussao

Os espectros de RMN '*C das fracdes organicas do
sistema de cultura Lab/M sdo mostrados na Fig. 2. Na
RMN '3C, as integrais dos picos ou &reas mostraram-
se diretamente relacionados as concentracoes dos
diferentes tipos de C existentes. Os espectros foram
divididos em quatro regidoes de deslocamento quimico,
de acordo com os tipos de C predominantes
(Tabela 2).

Embora todos o0s espectros tenham exibido
ressonancias similares, o efeito da composicao
guimica das fracdes organicas sobre a distribuicao das
intensidades relativas dos sinais foi evidente (Tabela
3). Nas fracdoes organicas de todos os sistemas de
cultura, o C-O-alquil apresentou a maior contribuicao,
indicando que os polissacarideos sao os compostos
orgénicos mais abundantes, independentemente do
grau de humificacdo. As principais alteracoes
estruturais verificadas com o avanco do grau de
decomposicao/humificacdo foram  associadas a
reducdao do conteddo de C-O-alquil e aumento de C-
alquil, indicando que os polissacarideos sao utilizados
preferencialmente pelos microorganismos como fonte
de C quando comparado a estruturas aromaticas e
cadeias longas de C-alquil. O aumento na proporcao
de C-alquil na ordem planta inteira<residuo em
decomposicao<fracao leve livre <fracao leve
oclusa<AH pode estar relacionado a preservacao
seletiva de C-alquil recalcitrante e a sintese microbiana
in situ.
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Lablab/M

Planta inteira lablab

Residuo lablab

MO leve livre

MO leve/| oclusa

T T AL e e e e e e
200 150 100 50 0

ppm (TMS)

Fig. 2. Espectros de RMN '*C CP/MAS adquiridos para fracdes organicas
obtidas do sistema de cultura lablab/milho.
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Como conseqiiéncia do progressivo decréscimo no
conteido de C-O-alquil e correspondente incremento
de C-alquil, passando da planta inteira até a fracao
AH, a alteracdao na magnitude da razao C-O-alquil/C-
alquil pode fornecer uma medida do grau de
decomposicao ou humificacdo de compostos
organicos, especialmente nos estagios iniciais desses
processos. Os resultados apresentados na Tabela 4
mostram que a razao C-O-alquil/C-alquil diminui na
ordem planta inteira>residuo>MO leve livre >MO leve
oclusa>AH. Geralmente, o decréscimo na razao C-O-
alquil/C-alquil tem sido associado ao aumento do grau
de decomposicao (Skene et al., 1996; Nierop, 1999).
Entretanto, este indice de humificacao deve ser
analisado com cautela em fracdoes orgénicas em
estdgios mais avancados de decomposicao, como a
fracago AH, ja que a interacdao dos compostos
orgénicos com a fracdao mineral, especialmente de
tamanho argila, pode resultar na preservacao seletiva
de determinados compostos como os polissacarideos
(C-O-alquil), os quais seriam facilmente degradados
caso nao existisse a protecao coloidal oferecida pela
fracdo mineral (Christensen, 1992; Baldock et al.,
1992).

17



Tabela 3. Contribuicdo dos diferentes tipos de carbono para a intensidade
total adquirida do sinal de RMN '3C CPMAS, nas fracdes obtidas em cada
sistema de cultura.

Tipos de carbono

Sistema Aroma- Feno- Arom. Carbo-
de Alquil  O-alquil tico lico total xilico
Cultura Fracéo 0-50 50-110 110-140 140-160 110-160 160-200
................................................. L TP
Guandu/ Planta int. 14,76 73,51 5,38 2,40 7,78 3,95
M
Residuo dec 19,02 66,69 8,43 2,80 11,23 3,06
Leve Livre 22,35 60,14 9,20 4,44 13,64 3,87
Leve Oclusa 26,19 49,68 12,79 4,97 17,76 6,37
AH 31,79 45,40 13,34 4,17 17,51 5,31
Lablab/M  Planta int. 11,92 73,14 6,92 2,95 9,87 5,07
Residuo dec 15,32 70,65 7,99 2,75 8,43 3,29
Leve Livre 18,85 62,87 10,23 3,25 13,48 4,80
Leve Oclusa 27,00 51,79 12,17 4,20 16,37 4,83
AH 31,98 44,13 14,20 4,02 18,22 5,68
Pousio/M  Planta int. 11,65 83,03 2,99 0,77 3,76 1,56
Residuo dec 10,03 78,75 7,35 2,57 9,92 1,30
Leve Livre 17,34 70,08 6,70 2,80 9,50 3,08
Leve Oclusa 34,42 48,44 9,56 3,46 13,02 4,11
AH 35,66 41,96 12,85 3,63 16,38 6,00
CNativo Planta int. nd nd nd nd nd nd
Residuo dec 9,03 79,99 6,46 2,25 8,71 2,27
Leve Livre 15,44 67,67 10,23 3,40 13,63 3,26
Leve Oclusa 26,49 53,44 10,98 3,75 14,73 5,34
AH 28,97 46,21 14,22 4,20 18,42 6,39

nd = ndo determinado.
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Tabela 4. Razao entre os diferentes tipos de carbono em relacdo ao C-alquil,
obtidas para as fracdes organicas em quatro sistemas de cultura.

Sistema de Fracdo O-alquil/  aromatico/ carbo- aroma-
Cultura alquil alquil xilico/ ticidade
alquil (%)
Guandu/M Planta inteira. 4,98 0,53 0,27 8,1
Residuo dec. 3,51 0,59 0,16 11,6
Leve Livre 2,69 0,61 0,17 14,2
Leve Oclusa 1,90 0,68 0,24 19,0
AH 1,43 0,55 0,17 18,5
Lablab/M Planta inteira. 6,14 0,83 0,43 10,4
Residuo dec. 4,61 0,70 0,21 8,7
Leve Livre 3,34 0,72 0,25 14,2
Leve Oclusa 1,92 0,61 0,18 17,2
AH 1,38 0,57 0,18 19,3
Pousio/M Planta inteira. 7,13 0,32 0,13 3,8
Residuo dec. 7,85 0,99 0,13 10,1
Leve Livre 4,04 0,55 0,18 9,8
Leve Oclusa 1,41 0,38 0,12 13,6
AH 1,18 0,46 0,17 17,4
CNativo Residuo dec. 8,86 0,96 0,25 8,9
Leve Livre 4,38 0,88 0,21 14,1
Leve Oclusa 2,02 0,56 0,20 15,6
AH 1,60 0,64 0,22 19,7

A Fig. 3 mostra que a concentracao de radicais livre
semiquinona (spins), utilizado como um indice de
humificacao, aumenta com o avanco do grau de
decomposicao das fracdes organicas. O aumento da
concentracao de spins com a decomposicao tem sido
relacionado com o incremento de estruturas
aromaticas condensadas determinadas por RMN '*C
(Fig. 4), indicando que o grau de aromaticidade, obtido
pela RMN 'C, pode ser utilizado como um indicador
de humificacao de residuos organicos.
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Sistemas de cultura

Fig. 3. Concentracdo de spins de residuos orgéanicos obtidas da camada

0-2,5 cm do solo, em quatro sistemas de cultura, apés 16 anos sob
plantio direto. (hd =nao determinado).
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Fig. 4. Relacdo entre o grau de aromaticidade, determinado por RMN
3C, com a concentracdo de radicais livre semiquinona (spins g’'),
determinada por EPR, em amostras extraidas da camada 0-2,5 cm de um
Argissolo Vermelho sob os sistemas P/M, G/M, Lab/M e do CNativo.

A estreita e inversa relacao entre a razao C-0O-alquil/C-
alquil, determinada por RMN '*C e o conteddo de
radicais livres semiquinona, determinada por EPR (Fig.
5) indica que a alteracdao na razao C-O-alquil/C-alquil
se constitui num indice valido para determinar o grau
de decomposicao de compostos organicos oriundos de
um mesmo material de origem.
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Fig 5. Relacdo entre a concentracdo de spins g’ fracdo, detectado por
EPR (spins g') e a razdo C-O-alquil/C-alquil, determinada por RMN '3C
CP/MAS, para os residuos organicos obtidas da camada 0-2,5 cm do
solo nos sistemas de cultura P/M, G/M, Lab/M apds 16 anos em PD e no
CNativo.

Conclusoes

As principais alteracoes guimico-estruturais
observadas em fracdes organicas oriundas de residuos
vegetais durante o avanco do processo de
decomposicao/humificacao foram a reducao do
conteido de C-O-alquil e o0s incrementos nos
conteudos de C-alquil e C-aromatico. De acordo com
os indices fornecidos por RMN 'C CP/MAS,
referendados pelos dados de EPR, o grau de
humificacao das fracoes orgénicas aumenta na ordem
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planta inteira<residuo<fracao leve livre<fracao leve
oclusa<AH.

A espectroscopia de RMN '®C CP/MAS apresenta-se
como uma técnica sensivel a deteccao das alteracoes
estruturais que ocorrem com 0sS compostos organicos
durante a decomposicao/humificacao.

As alteracdes na razao C-O-alquil/C-alquil e no grau de
aromaticidade das amostras podem ser considerados
como indices de humificacao obtidos a partir dos
espectros de RMN '°C e comparado a avaliacdo na
alteracao da relacdo C/N como um indicador de
humificacao, a metodologia proposta apresenta como
vantagens maior rapidez e sensibilidade dos
indicadores obtidos e como principal desvantagem a
necessidade de acesso a um espectrometro de RMN e
0s maiores custos da analise.
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