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Resumo
Um dos grandes desafios, no que concerne ao estudo sobre o
sequestro de carbono pelos solos, € a correta quantificacédo
das estruturas aromaticas condensadas presentes nas estrutu-
ras das substancias humicas, principalmente daquelas oriundas
de solos ricos em carbono pirogénico (“black carbon™), como
por exemplo solos sob cerrado. Visando isso se efetuou a
implementacéo e teste de metodologia recentemente propos-
tos na literatura e além disso foi proposta uma modificacéo
desta com significativo ganho no tempo de aquisi¢cao dos
espectros.

Os resultados obtidos confirmam a eficiéncia da metodologia
na quantificacdo de anéis aromaticos condensados assim
como corroboram o uso do indice termogravimétrico como um
bom indice relativo para inferir-se sobre a presenca deste tipo

de estrutura em acidos himicos.
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Aplicacéo de Novas Técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear no Estado Sélido...

Introducéo

Quando disponivel, a técnica de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) tem substituido a espectroscopia no
infravermelho e demais outras técnicas utilizadas para a carac-
terizacdo da matéria organica do solo. Porém, cientistas do
solo e espectroscopistas tém diferentes expectativas em rela-
¢do a RMN. Apds anos de investigacao quimica, tem-se aceito
gue a matéria organica ambiental pode apresentar quase todo
arranjo quimico possivel, por isto alguns cientistas do solo ja
estdo satisfeitos se um espectro de RMN fornecer-lhes infor-
mac0des semi-quantitativas de grupos aromaticos, alifaticos e
carboxilicos. Por outro lado, poucos espectroscopistas sentem-
se atraidos por estes resultados e podem se desinteressar pelo
estudo desses materiais. Tendo em vista essas diferentes
expectativas, um didlogo necessita ser estabelecido. Este
didlogo é essencial, pois até os ajustes padrbes para a aquisi-
¢cdo de espectros de RMN da matéria organica ambiental séo
controversos (Dudley & Fyfe, 1982; Preston & Blackwell,
1985; Friind & Ludemann, 1989; Kinchesh et al., 1995; Conte
et al., 1997; Hemminga & Buurman, 1997; Smernik & Oades,
2000; Gonzéalez-Pérez et al., 2004; Mao & Schmidt-Rohr,
2004a,b).

A técnica de RMN de *3C com polarizacao cruzada e rotagéo
da amostra em torno do angulo magico (*3C-CP-MAS-NMR) s6
pode ser aplicada a amostras sélidas. Esta técnica apresenta a
vantagem de poder ser utilizada para a analise da matéria
organica sem a necessidade de extrai-la do solo, neste caso é
assumido que o espectro obtido representa a totalidade da
matéria organica como ela ocorre no solo, porém espectros
deste tipo séo significativamente diferentes daqueles da maté-
ria organica extraida, especialmente pelo alargamento das
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linhas e grande reducédo da relacdo sinal/ruido devido a presen-
ca de grandes quantidades de ions paramagnéticos (especial-
mente Fe3* e Mn2*) nas amostras intactas. Conseqiientemen-
te, uma grande parte da matéria organica do solo pode ser
“obscurecida” por ions paramagnéticos, e a fracdo obscurecida
pode ser exatamente a matéria organica ligada aos ions
paramagnéticos (Hemminga & Buurman, 1997), ou seja, ser
exatamente a fragcdo mais reativa desta matéria orgéanica.

Outro problema semelhante seria que em complexos
organominerais parte da matéria organica pode nao ser detec-
tada por RMN e esta fracdo “invisivel” pode ser a matéria
organica mais humificada ligada a fragcdo argila do solo
(Hemminga & Buurman, 1997). Novamente esta fracdo nao
detectavel tem uma grande importancia agronémica e
ambiental.

Muito se tem discutido a respeito da obtencéo de espectros
de RMN *“quantitativos”, principalmente, no que concerne a
eficiéncia da polarizagdo cruzada, a existéncia de tempos de
relaxacdo muito curtos quando da presenca inequivoca de ions
paramagnéticos nas amostras e especificamente quando se
tenta a polarizacéo direta, aos tempos de relaxacdo do **C
serem muito elevados e portanto demandarem muito tempo de
maquina para a aquisicdo de espectros razoaveis.

Ja em relacdo a estruturas aromaticas condensadas, cuja
metodologia para analise € ainda inexistente e € de suma
importancia no que concerne ao sequestro de carbono pelos
solos had uma grande dificuldade metodoldgica na sua determi-
nacao (Gonzalez-Pérez et al., 2004).

Assim sendo, implementou-se um protocolo de andlise por
13C-CP-MAS-NMR sugerido recentemente por Mao & Schmidt-
Rohr (2004a,b) assim como se testou modificagOes deste
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visando reduzir o tempo de aquisi¢cdo dos espectros, principal-
mente levando-se em consideragéo o elevado custo de utiliza-
cdo de espectrometros de RMN.

Material e Métodos

As amostras de acidos humicos utilizadas neste trabalho foram
obtidas de solos que apresentavam um gradiente no conteudo
de carbono pirogénico e ja caracterizadas (Benites et al.,
2005).

Implementou-se as sequéncias de pulsos dadas nos artigos de
Mao & Schmidt-Rohr (20044a,b), utilizando-se como padrdes o
hexametilbenzeno. Resumidamente estas seqiiéncias visam:

obter espectros guantitativos com o uso da polarizagéo
direta (DP)

obter espectros com sinais apenas de C ndo protonado
(anéis aromaticos condensados) e méveis (CH ) utilizando-
se o filtro de desacoplamento defasado (DD)

obter espectros que separem 0s sinais sobrepostos de
grupos aromaticos e di-O-alquila (C-anomérico) uso do
filtro de deslocamento quimico anisotrépico (CSA).

Adicionalmente testou-se o uso da polarizagcédo cruzada, ao
invés da polarizacao direta, porém com o0 uso de uma rampa
de poténcia no canal do *H (Peersen et al., 1993) - Variable
Amplitude Cross Polarization (**C-VACP-MAS-NMR). Com isto
se ganha intensidade do sinal do *3*C (até 4 vezes) e reducédo
do tempo de espera que passa a depender do tempo de relaxa-
¢cdo spin-rede do 'H ao invés daquele do 13C, que no caso do
presente trabalho foi 60 vezes menor. Utilizando-se a rampa de
poténcia elimina-se o efeito da rotacao (MAS) que é seletivo
para 0s grupos com menor interacao dipolar tais como aqueles
com maior mobilidade e/ou néo protonados.

| Boletim01.p65 9 12/5/2005, 14:44
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Resultados e Discussao

Uma das principais etapas da metodologia sugerida por Mao &
Schmidt-Rohr (2004a,b) compreende o uso de um filtro de
anisotropia do deslocamento quimico (CSA), onde sinais com
baixa simetria sdo suprimidos e os de maior simetria s&o manti-
dos. Dessa forma, grupos aromaticos que possuem ligacoes
quimicas em simetria planar (C hibridizado sp?) sao suprimidos
enquanto C alquila com ligagBes em simetria proxima a
tetragonal (C sp?®) sdo mantidos (figura 1). Com isto é possivel
separar-se e quantificar os grupos quimicos cujos sinais de
ressonancia se sobrepdem na regido de 90-110 ppm (C-aroma-
tico e di-O-alquila, tal como o C-anomérico das aldoses e
cetoses).

Hl;:"'ull:,-| IR

B |

i
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s [ (R W S [T A i L L S LU (] u

Figura 1. (a) Espectro 3C-VACP-MAS-NMR do hexametilbenzeno com 12
kHz de MAS e TOtal Side-band Supression (TOSS) com quatro pulsos; (b)
apo6s 70 ps de CSA com “»-integral”.
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Outra questao importante é a obtencdo de espectros quantita-
tivos, para isto os autores (Mao & Schmidt-Rohr, 2004a,b)
sugerem o uso da polarizacéo direta, porém esta técnica de-
manda muito tempo de maquina, tanto pela menor intensida-
de do sinal do '*C obtida sem a polarizacédo cruzada, como
pelo maior tempo de espera entre um novo ciclo de pulsos
pelo maior tempo de relaxacdo spin-rede do **C em relacéo ao
1H. Para se contornar este problema testou-se o uso da polari-
zacgdo cruzada (CP), porém, visando o aumento da sensibilida-
de e resolucdo dos espectros, utilizam-se campos magnéticos
cada vez mais intensos e isto leva a necessidade de girar a
amostra a maiores velocidades sendo que, quando a velocida-
de do rotor é comparéavel a interacao dipolar o acoplamento de
Hartmann-Hahn é dividido em uma série de picos separados
pela frequéncia de rotacdo. A intensidade do sinal obtida com
a polarizagdo cruzada no maximo destes picos é comparavel
aguela obtida sob condicdes estaticas, porém no intervalo
entre os picos a intensidade obtida pode até ser nula. Logo,
torna-se muito dificil ajustar corretamente as amplitudes dos
B para o perfeito acoplamento de Hartmann-Hahn. Como as
inltera(;()es dipolares variam entre os diferentes grupos quimi-
cos que se pretende quantificar, devido as diferencas no
acoplamento **C-'H e de mobilidade molecular, o efeito da
rotacdo acaba sendo seletivo para os grupos com menor
interacdo dipolar tais como aqueles com maior mobilidade e/
ou nédo protonados (Peersen et al., 1993). Uma alternativa para
minimizar isto é variar a amplitude do B do *H ou do *3C
durante o tempo de contato da polarizal(;ao cruzada. Desta
forma o B apresenta um gradiente capaz de abranger as
diferenteslcondi(;(”)es de Hartmann-Hahn existentes na amos-
tra. Esta técnica é chamada de polarizacdo cruzada com ampli-
tude variavel ou “Variable Amplitude Cross-Polarization”
(VACP) e foi empregada neste trabalho.

| Boletim01.p65 11 12/5/2005, 14:44
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Ao se comparar 0s espectros obtidos por polarizacéo direta e
VACP com e sem filtro de desacoplamento defasado (Figura 2
e 3) da amostra com maior indice termogravimétrico (ITG), ou
seja, aquela que teria 0 maior problema de quantificagdo visto
gue este indice correlaciona-se com o conteudo de carbono
pirogénico (anéis aromaticos condensados - ndo protonados),
utilizando-se a polarizacdo cruzada, observa-se que eles sao
muito semelhantes, sendo que com VACP em muito menos
tempo de experimento (1 hora) obtém-se espectros com uma
relacdo sinal/ruido muito melhor que aqueles obtidos com
polarizacéo direta em 8,5 horas de aquisicao.

Eyd . p Che T et Polarizcio Diveta (2.5
Fiaid) : e L K S (- '.. F

1% da

L WACE (T

._’almlﬁﬂl_f'llilﬂlliﬁu lnI:-l'I LJIJ}IL'-‘IZII W 80 &3 40 X O
& (peary)
Figura 2. Espectro de Polarizacdo Direta, 12 kHz MAS, (tempo de espera
igual a cinco vezes o maior T C determinado) e espectro VACP, 12 kHz
MAS, de uma amostra de écihos hdmicos extraidos de uma area rica em
carbono pirogénico.
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Figura 3. Espectros correspondentes ao da Figura 1 apds desacoplamento
defasado (70 ps). Polarizacéo Direta (12 kHz MAS) e VACP (12 kHz MAS)
de uma amostra de &cidos humicos extraidos de uma area rica em carbono

pirogénico.

As areas obtidas para cada regido espectral pelos dois méto-
dos de aquisicdo com e sem filtro de desacoplamento defasa-

do foram praticamente idénticas (Tabela 1).

Tanto a eliminag&o das bandas laterais pelo uso da TOSS
como os filtros de DD e CSA funcionaram adequadamente

(Figura 4).
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Tabela 1. Contribuigdo relativa (% da area total) das regifes de desloca-
mento quimico (ppm). Comparacao entre polarizacdo cruzada com amplitu-
de variavel (VACP) e polarizagdo direta (DP), com e sem filtro de
desacoplamento defasado (DD).

Regiac (ppm) e BN VALP op WACP-OD OP-DD
ATribLG & *
0-41 alguila 1= 13 B #
E1-E3 metaxila, M- alquila 5 4 k] a
G3-B5 0-zlguila 5 |
S5-110 ci-Calguila G 7 4 4
170142 aroim 2tiga 13 41 34 3b
142-181 C-arorratica g a g g
160-131 cabaila 12 "4 12 14

Pela boa relacao sinal/ruido obtida utilizou-se —3500
transientes (30 minutos de tempo de aquisi¢cdo). Para o calculo
das areas de cada regido espectral dos espectros de RMN estes
foram deconvoluidos em 20 picos individuais (funcdo voigt)
(Figuras 5 e 6). A posicdo dos picos ajustados foi determinada
pelo método da segunda derivada sendo que, caso um pico
simples ndo ajustasse bem o0s dados experimentais, um novo
pico era adicionado para melhorar o ajuste (Mao et al., 2000).
As areas dos picos ajustados foram agrupadas de acordo com
as regides de deslocamento quimico dados na Tabela 1. As
bandas laterais foram corrigidas utilizando-se o método sugeri-
do por Mao & Schmidt-Rohr (2004Db).

| Boletim01.p65 14 12/5/2005, 14:44
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Figura 4. Espectros: VACP (12 kHz MAS); VACP (12 kHz MAS) apés
Desacoplamento Defasado (70 ps); e VACP (5 kHz MAS) apés CSA (70 ps)
com TOSS e “»-integral” de uma amostra de acidos humicos extraidos de

uma &rea rica em carbono pirogénico.
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Figura 5. Espectro VACP (12 kHz MAS) de uma amostra de acidos

himicos extraidos de uma area rica em carbono pirogénico e picos ajusta-
dos para a quantificacdo dos grupos funcionais.

T
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Ao se comparar os dados obtidos por RMN e agueles por
outras técnicas, tais como termogravimetria e espectroscopia
de UV-Vis (Benites et al., 2005) observa-se uma excelente
correspondéncia entre elas (Figuras 7 e 8), onde quanto maior
o indice de humificacdo ou, provavelmente, do conteddo de
estruturas aromaticas condensadas (elevado ITG e E") maior o
conteudo de C-aromatico determinado por RMN. Porém, é
importante ressaltar que no caso da RMN obtém-se uma medi-
da direta e quantitativa do conteddo destas estruturas en-

| Boletim01.p65 16 12/5/2005, 14:44
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guanto que as demais técnicas apresentam apenas uma
proporcionalidade.
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Figura 6. Espectro VACP (12 kHz MAS) apés Desacoplamento Defasado
(70 ps) de uma amostra de acidos humicos extraidos de uma area rica em

carbono pirogénico e picos ajustados para a quantificagcdo dos grupos
funcionais.
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Figura 7. Regresséao linear entre C-Aromético determinado por
13C-VACP-MAS-NMR e indice termogravimétrico (ITG); e absortividade a
465 nm dos acidos humicos em solugdo de 1 g L' (EHA).
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Figura 8. Regresséo linear entre C-Aromatico ndo protonado determinado
por 13C-VACP-MAS-NMR apds Desacoplamento Defasado (70 ps) e indice
termogravimétrico (ITG); e absortividade a 465 nm dos acidos himicos em
solucdo de 1 g Lt (E"A).

Conclusoes

Foi possivel a implementacgéo e teste da metodologia proposta
por Mao & Schmidt-Rohr (2004a,b) além da modificacdo desta
com significativo ganho no tempo de aquisi¢cdo dos espectros,
sendo que ao invés de 18 horas por amostra é possivel adquirir
espectros gquantitativos utilizando-se a VACP em apenas 1
hora.
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Os resultados obtidos confirmam a possibilidade de
quantificar-se anéis aromaticos condensados assim como
corroboram o uso do indice termogravimétrico como um bom
indice relativo para inferir-se sobre a presenca deste tipo de
estrutura em &cidos humicos.

Suporte Financeiro

Embrapa Macroprograma 1 - Grandes Desafios Nacionais,
Projeto em Rede: Rede de Conhecimento em Agricultura de
Precisdo para condi¢des do Cerrado e dos Campos Gerais,
Projeto Componente 2: Estratégias de Manejo da Variabilidade
Espaco-Temporal do Sistema de Producdo de Grédos em Siste-
ma de Plantio Direto (55.2004.509.02).
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