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RESUMO

A producao de lodo de esgoto vem aumentando a cada dia nas estacdes de
tratamento, e a sua disposi¢do final é um problema a ser resolvido. Uma das
alternativas encontradas para a disposicao final desses residuos com beneficios
ambientais e principalmente econdmicos € a reciclagem agricola, devido a sua
composicao em termos de matéria organica e nutrientes para as plantas. O objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos da adicdo do lodo de esgoto na matéria organica
do solo, em um experimento de curto periodo de duracdo. As amostras utilizadas
neste experimento foram coletadas na Fazenda Retiro, municipio de Monte Azul
Paulista/SP, em areas com cultivo de citros. O experimento foi composto de 5
tratamentos, uma testemunha e 4 doses de logo de esgoto. Além dos 5 tratamentos
também foram amostrados o solo de mata (referéncia) e lodo de esgoto. Dessas
amostras foram extraidos os acidos humicos (AH). Foram avaliadas as alteracdes
ocorridas nas estruturas dos AH quanto aos teores de carbono, composicdo de
grupos funcionais, numero de radicais livres do tipo semiquinona e grau de
humificacdo. O solo in natura também foi avaliado quanto aos teores de carbono e
grau de humificacdo da matéria organica (MO). Para isso, foram utilizadas técnicas
como andlise elementar, TOC e espectroscopia de EPR, '*C RMN, FTIR, UV-Vis,
Fluorescéncia e FIL. Através dos resultados de analise elementar, foi possivel notar
qgue nao houve alteracdes na estrutura dos AH apés a adicdo de lodo de esgoto,
podendo ser comprovado através dos espectros de FTIR e '*C RMN, onde nio
foram observadas diferencas significativas para os diferentes tratamentos. A adicéao
de lodo de esgoto em solos sob cultivo agricola, entretanto, incorporou MO fresca,
pois quando se compara o solo testemunha e o solo que recebeu a dose mais alta
de lodo observa-se um aumento de 75% no carbono organico do solo. O AH do lodo
de esgoto possui um carater bastante alifatico e em sua estrutura uma consideravel
quantidade de radicais livres do tipo semiquinona. Ao ser adicionado ao solo,
observa-se que modifica a concentragdo do numero de radicais livres do tipo
semiquinona sem alterar os grupos funcionais do AH do solo. Portanto, no sistema
estudado, a adicao de lodo de esgoto mostra que o numero de radicais livres do tipo
semiquinona presentes no solo nao € proporcional ao grau de humificacdo da MO do
solo. Os resultados demonstraram que a espectroscopia de fluorescéncia tanto em
solugdo como a Induzida por Laser forneceu dados coerentes a cerca do grau de
humificacdo da MO. Foi possivel observar uma diminuicdo no grau de humificagéo
no solos submetidos a adicao de lodo de esgoto, aproximando-se do solo de mata
utilizado como referéncia. A concentracao de carbono no solo aumentou, mesmo
depois de ter sido interrompida a aplicacao por 2 anos, e o grau de humificacdo da
MO diminuiu, sendo menor ainda do que o solo de mata utilizado com referéncia.
Portanto, podemos considerar este tipo de manejo onde se utiliza lodo de esgoto
para condicionamento do solo apropriado tanto do ponto de vista ambiental quanto
do ponto de vista agronémico.



ABSTRACT

The production of sewage sludge increases daily in treatment stations and
definitive disposal is a problem to be resolved. One of the alternatives found to
dispose such residues, with environmental and economic benefits, is agricultural
recycling, owing to its organic composition and plant nutrients. The objective of the
present work was to asses the effects of waste sludge addition to soil organic matter
in an experiment of short duration. The samples used in this experiment were
collected from Fazenda Retiro, a municipality of Monte Azul Paulista/SP, in an area
that has citrus plantations. The experiment was composed of 5 treatments, reference
soil and 4 sewage sludge doses. In addition to the 5 treatments, the forest soil
(reference) and sewage sludge were also sampled. From these samples humic acids
(HA) were extracted. The alterations that occurred in the HA structures were
assessed regarding ratios of carbon, composition of functional groups, number of
semiquinone-type free radicals and rate of humification. In natura soil was also
assessed regarding carbon ratio and rate of humification of organic material (OM).
Thus, techniques as elementary analysis, TOC and EPR spectroscopy, '°C RMN,
FTIR, UV-Vis, Fluorescence and FIL were used. By means of elementary analysis
results, it was possible to notice that there was no alteration in the HA structure after
addition of sewage sludge, therefore, verifying through FTIR and *C RMN spectra no
significant differences observed for the different treatments. However, addition of
sewage sludge in agricultural cultivated soils incorporated fresh OM, since when
comparing the reference soil and the soil that received the highest dose of sludge, an
increase of 75% is observed in the organic carbon of the soil. The HA of the sewage
sludge has a very aliphatic characteristic and in its structure, a considerable quantity
of semiquinone-type free radicals. It is observed that when added to the soil, it
modifies the concentration of the number of semiquinone-type free radicals, without
altering the HA functional groups of the soil. Therefore, in the studied system,
addition of sewage sludge demonstrates that the number of semiquinone-type free
radicals found in the soil is not proportional to the rate of OM humification of the soil.
The results demonstrated that fluorescence spectroscopy in solution, as well as
Laser-Induced fluorescence of whole soil, provided coherent data concerning the rate
of OM humification. It was possible to observe reduction in the rate of humification in
soils submitted to sewage sludge, in close approximation to the forest soil used as
reference. The carbon concentration in the soil increased, even after interrupting
application for 2 years, and humification degree of OM diminished, proving to be less
than the forest soil used as reference. Thus, we can consider this type of
management, when sewage sludge is used to condition soil, as appropriate from an
environmental point of view, as well as from an agronomical one.



CAPITULO 1 - INTRODUCAO

A consciéncia ecolégica que vem crescendo dia a dia, ndo mais permite que
0s residuos urbanos, sélidos ou liquidos, sejam lancados diretamente ao meio
ambiente sem um prévio tratamento. As aguas servidas devem ser tratadas, de
modo a remover sua carga de organismos patogénicos e a maior parte possivel de
sua matéria organica (MO), somente entdo sendo devolvidas a natureza.’

Tratando-se os esgotos urbano-industriais, que sao os maiores poluidores dos
rios, pesquisadores salientam que a despoluicdo dos rios estaria praticamente
garantida. Deste modo, haveria reducdo nos custos para o tratamento das aguas,
recuperacao dos rios e com isso permitiria a sua utilizacao para fins recreativos,
além dos aumentos da atividade pesqueira e outras vantagens sociais, como a
reducdo da mortalidade infantil, devido ao saneamento.?

A situacao brasileira com relacdo a cobertura de rede de esgotos apresenta
uma imensa deficiéncia de atendimento. Os mais recentes resultados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica® (IBGE- 2000) mostram que praticamente
metade dos municipios brasileiros ndo oferece servico de esgotamento sanitario e
pouco mais de 35% da populacdo brasileira é atendida por sistema de coleta e
tratamento de esgoto. No estado de Sao Paulo, cerca de 40% de sua populacéo é
atendida por redes coletoras e tratamento de esgoto, onde de 5039477 m® de
esgotos coletados por dia, apenas 2019536 m* so tratados.

A Companhia de Saneamento Basico do Estado de Sao Paulo (SABESP)
maior produtora de lodo de esgoto do pais, estd produzindo atualmente 150
toneladas por dia, em base seca, e com previsdo de produzir no ano de 2015, cerca

de 830 toneladas de lodos de esgotos por dia.* O estado do Parana, pioneiro no



tratamento de lodo de esgoto, vem desde o comeco da década de 90
desenvolvendo pesquisas nesta area, atualmente, produz cerca de 54 toneladas por
més do lodo de esgoto. Devido aos baixos indices de coleta e tratamento de esgoto,
ha uma clara tendéncia a um grande aumento na producdo de lodo, dados
apresentados por Tsutya (2000)*@ em Workshop.

Os dejetos tratados, por sua vez, geram o chamado lodo de esgoto, uma
massa “biolégica” composta por microorganismos que se alimentaram da MO
existente no esgoto. O processo de tratamento separa as impurezas presentes no
esgoto, produzindo lodos ainda na forma liquida representando cerca de 1% a 2%
do volume de esgoto tratado. Entretanto, o custo para o seu tratamento e disposicao
final € da ordem de 20% a 40% do custo operacional de uma estacao de tratamento
de esgoto.

A disposicao desses materiais € um grande problema, devido, as implicacoes,
pois 0 seu armazenamento requer a utilizacdo de espacos fisicos especiais e seu
tratamento €, na grande maioria das vezes, dispendioso. Freqlentemente o retorno
nao é rentavel, esses residuos sao dispostos de maneira inadequada, causando

sérios problemas ambientais.

*TSUTYA, M.T. Qualidade e Perspectiva de Produgao de Lodo de esgotos no Brasil. In: WORKSHOP
SOBRE USO DE LODO DE ESGOTO NA AGRICULTURA, 2., 2000, Jaboticabal-SP. Palestra...
Jaboticabal: Embrapa Meio Ambiente, 2000.



As formas mais usuais de disposicao do lodo sdo: aterros sanitarios, oceanos,
incineragao, transformacao em agregado leve, disposicdo no solo e uso agricola,
sendo esta dltima a melhor alternativa, quando o lodo apresenta caracteristicas
adequadas, isto é, quando esta dentro de um padrdo em relagdo aos nutrientes,
poluentes e patdgenos. A utilizacdo agricola € a que tem apresentado maior
potencial devido aos efeitos do lodo sobre a melhoria de caracteristicas quimicas e
fisicas dos solos, podendo ainda atuar como fertilizante e condicionador de solos.*

Esta pratica de reciclagem de residuos, além de auxiliar na recuperagao de
solos, é importante porque minimiza a ocorréncia dos descartes de residuos
prejudiciais ao ambiente.

Embora, diversos paises dispde de legislacao para o uso do lodo de esgoto
na agricultura, no Brasil apenas dois estados apresentam normatizacdo, o estado de
Sao Paulo, e o estado do Parana. Contudo, uma regulamentacdo brasileira vem
sendo estudada e elaborada pelos Ministérios do Meio Ambiente e da Agricultura,
Pecuaria e do Abastecimento, através do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA)® com a finalidade de se definir critérios e procedimentos, para o uso
agricola de lodos gerados em Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETE) sanitario e
seus produtos derivados.

Com o reconhecimento e apoio por parte dos orgdaos governamentais, além
da continuidade de projetos de pesquisa, a tendéncia € aumentar a reciclagem de

lodo de esgoto utilizando-o0 na agricultura.



CAPITULO 2 - OBJETIVOS

Este projeto propbe-se a caracterizar a matéria organica de solos submetidos
e nao submetidos a adicdo de lodo de esgoto.

Para tanto serdo avaliadas as alteragdes ocorridas nas estruturas dos acidos
humicos quanto aos teores de carbono, composicédo de grupos funcionais, niveis de
radicais livres do tipo semiquinona e grau de humificacéo e as alteracdes ocorridas
no solo, quanto aos teores de carbono e grau de humificagdo da matéria organica do
solo.

Serao utilizadas técnicas quimicas como andlise elementar e TOC e técnicas
espectroscopicas como EPR, RMN, FTIR, UV-Vis, Fluorescéncia e FIL com intuito

de auxiliar as pesquisas sobre utilizacao de lodo de esgoto em sistemas agricolas.



CAPITULO 3 - REVISAO DE LITERATURA

3.1 LODO DE ESGOTO

O lodo de esgoto é um residuo que se acumula nas ETES das grandes cidades,
este residuo é obtido apds o tratamento das aguas servidas, com a finalidade de
torna-las o menos poluido possivel, de modo a permitir seu retorno ao ambiente sem
que sejam agentes de poluicdo,* podendo representar mais uma ameaga no
ambiente se ndo forem encontradas alternativas vidveis do ponto de vista social,
econ6mico e ambiental para sua utilizacdo. Para sua disposi¢ao final devem ser
considerados 0s seguintes aspectos principais: producdo, qualidade e grau de
umidade.

Em fungcédo da origem e do processo de obtencéo utilizado, o lodo de esgoto
apresenta uma composi¢cao muito variavel, sendo um material ainda rico em MO (40-
60%),! porém depende também do tratamento de depuracdo ao qual ele é
submetido. Pode variar em funcao do local de origem, ou seja, se de uma area
tipicamente residencial ou industrial, da época do ano e do nivel social da
comunidade.®

As concentracbes de nutrientes vegetais em lodos de esgotos variam
amplamente entre localidades e tratamentos que o residuo recebe antes da sua
disposicao final.

Elementos como N, P, Ca, S, Zn, Fe, Cu, Mn, entre outros encontram-se em
quantidades variaveis dependendo do processo de produc¢do, quantidades essas, as

vezes, suficientes para atender as necessidades de plantas. Em solos de clima



tropical e subtropical, onde a MO desempenha papel de fundamental importancia na
capacidade de troca catidnica (CTC), esse atrativo torna-se ainda maior.”

Dessa forma, a analise da composicao do lodo de esgoto chama logo a atencao
para seu potencial para uso na agricultura, seja como condicionador das
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo, seja como substituto, pelo
menos em parte, dos fertilizantes minerais atualmente em uso.

Para os solos paulistas, onde ha uma caréncia de MO, possivelmente o valor
agronémico de maior importancia dos lodos de esgotos, refere-se a MO.

Além da MO e dos nutrientes vegetais, o lodo de esgoto inclui na sua
composicdo os chamados metais pesados e também microorganismos que se
desenvolveram durante o processo de tratamento, assim como microorganismos e
ovos de vermes que ja existiam no esgoto."

Os objetivos dos processos de estabilizacdo do lodo de esgoto sdo: reduzir seu
conteldo em microorganismos patogénicos e inibir, reduzir ou eliminar o potencial
de putrefacdo do lodo e, consequentemente, seu potencial de producédo de odores.*

O lodo de esgoto € constituido por diferentes grupos organicos, entre eles, as
substancias humicas (SH), consideradas o estagio final da evolugdo dos compostos
de carbono (C) no solo,® consequentemente, € um grupo de substancias mais
estaveis e de dificil degradacédo do ponto de vista quimico. O lodo de esgoto pode
contribuir para o aumento dos teores e proporcées das SH presentes no solo. De
acordo com Albiach et al. (2001)°, o acréscimo no teor de C-substancias himicas em
solo depende da dose, da composicdao quimica do lodo de esgoto aplicado e do

tempo de aplicacéo.



3.1.1 APLICACAO DE LODO DE ESGOTO EM SOLOS CULTIVADOS

O lodo de esgoto é uma fonte de nutrientes e MO e sua aplicacdo em solos
agricolas é uma forma de disposicao final desse residuo, da qual péde-se obter
beneficios. Borges et al. (2004)'® mostraram que a adicdo de lodo de esgoto
promoveu alteracdes em alguns atributos quimicos dos solos e que ocorreram
aumentos lineares dos teores de MO.

A aplicacdo de lodo de esgoto no solo causa aumento no teor de MO,
melhorando o nivel de fertilidade, com aumento na CTC.* De um modo geral, a
aplicacao de lodo de esgoto ao solo tem promovido aumento de pH, diminuicdo da
acidez potencial e do aluminio trocavel, aumento gradual na disponibilidade de
nutrientes,"’ possue papel de condicionador de solos, fungdo principalmente do
conteudo orgéanico do residuo. Além disso, a presenca de MO melhora o estado de
agregacao das particulas do solo, diminui sua densidade, aumenta a aeragao, a
capacidade de retencédo de agua.*'?

Para a aplicacao dos lodos de esgotos na agricultura é necessario que essa
atividade seja regulamentada, de modo que se fixe as condi¢des e restricdbes para
que os lodos de esgotos possam ser aplicados de forma segura para a populagao e
ao ambiente. Para o uso agricola devem ser levados em consideracao os aspectos
referentes a qualidade dos lodos de esgotos, principalmente quanto aos metais
pesados e organismos patogénicos. Além disso, devem também ser considerados
0S seguintes aspectos: caracteristicas do lodo de esgoto, condicées do solo para o
uso do lodo de esgoto, caracteristicas das areas para a aplicacao do lodo de esgoto,

taxa de aplicagdo do lodo de esgoto e culturas agricolas recomendadas.*



Como resultado da melhoria das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do
solo, a aplicacdo de lodo de esgoto tem conduzido ao aumento na absorcdo de
nutrientes pelas culturas, com reflexo na produtividade.*

A aplicacédo de lodo de esgoto ao solo tem levado ao aumento no teor de
nutrientes disponiveis no solo, embora, em funcado de sua composicao este aumento
nem sempre mantém o equilibrio adequado entre os diferentes nutrientes, de modo
que, mesmo havendo aumento da disponibilidade de nutrientes, a planta podera nao
responder em termos de aumento na produtividade.*

O uso do lodo de esgoto tem sido exaustivamente pesquisado em todo o
mundo, ndo havendo registro de nenhum efeito adverso sobre o ambiente. A longo
prazo, entretanto, o aumento da aplicagdo do lodo torna-se uma preocupacao
justificada, devido a presenca de metais pesados, pois se ndo adequadamente

controlado pode ameacar a cadeia tréfica.

3.1.2 IMPORTANCIA DA RECICLAGEM AGRICOLA

Com o conceito de que MO é parte essencial do solo, em adicao a tentativa
de resolucdo do problema da disposicao de residuos gerados pela agricultura e
industria, surge o conceito de aproveitamento de alguns tipos de residuos organicos
como retorno da MO ao solo.

Os lodos de esgotos contém MO, macro e micronutrientes que exercem um
papel fundamental na producdo agricola e na manutencdo da fertilidade do solo.
Além disso, a MO contida nos lodos de esgotos pode aumentar o conteiudo de
himus que melhora a capacidade de armazenamento e de infiltracado da agua no
solo, aumentando a resisténcia dos agregados e reduzindo a erosdo,* além de

fontes de C orgéanico e podem incrementar a CTC. Pela quantidade de N e P



contido nos lodos de esgotos, pode-se admitir que esses elementos podem substituir
os fertilizantes minerais como uma fonte de nutrientes para as plantas. Melo (1997)
ressalta que pelo conteido de MO e nutrientes das plantas, o lodo de esgoto
apresenta potencial para uso em agricultura, substituindo parte da adubacéao
mineral.*

Para as condicOes brasileiras, a reciclagem agricola dos lodos de esgotos,
apresenta varios aspectos positivos em funcdo da influéncia de um clima tropical,
que expde o solo a uma intensa atividade intempérica, proporcionando uma rapida
mineralizagdo da MO, disponibilizando uma gama de nutrientes ao meio, podendo
ainda contribuir para a elevacao do pH do solo, reducao da acidez potencial, possuir
um papel de condicionador de solos, funcao principalmente do conteddo organico do
residuo e representa um beneficio de ordem social pela disposicao final menos
impactante de residuos no ambiente;'® além da utilizagdo como fertilizante,
diminuindo os custos com os fertilizantes convencionais. A utilizagdo agricola do
lodo de esgoto faz com que a parte que se retira do solo retorne a ele.?

Considerando que em solos de clima temperado o cultivo durante 50 a 100
anos raramente conduz a perdas maiores que 50% do C total do solo por
mineralizacdo, e a MO € mantida no solo armazenando os nutrientes e conservando
a estrutura grumosa do solo. Entretanto, em solo de clima tropical as perdas de C
total, causadas pelo cultivo, sdo superiores e muito mais rapidas, quando comparado
aos solos de clima temperado, levando ao deterioramento da qualidade destes em
menos de 10 anos.

Assim sendo, é de extrema importancia utilizar sistemas que recuperem o
conteudo de MO inicial do solo para a conservagcao do ecossistema e o sucesso das

atividades agropecuarias.
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Apesar das quantidades apreciaveis de nutrientes e MO com efeitos
benéficos do lodo, o processo de reciclagem exige a definicdo de critérios seguros
para sua implementacdo, pois este pode apresentar alguns problemas devido a
presenca de sais sollveis, patbgenos e compostos organicos persistentes e
principalmente no que se refere a dindmica dos metais pesados em funcao das
caracteristicas acidas da maioria dos solos brasileiros que proporciona uma maior
solubilidade das formas metélicas.

Atualmente, ha um interesse crescente no uso de MO como fertilizante ou
condicionador de solos. Isso pode ser atribuido a varios fatores: (1) interesse na
reducao do uso de fertilizantes quimicos; (2) preocupacdo publica com os efeitos
poluentes potenciais de substdncias quimicas no ambiente; e (3) necessidade

premente de conservagao de energia.

3.1.3 CONTAMINAGAO DO SOLO POR METAIS E PATOGENOS

Os lodos de esgotos podem poluir o meio ambiente devido a presenca de
metais pesados e de organismos patogénicos.*

As concentracbes de metais no lodo sdo determinadas pela atividade e pelo
tipo de desenvolvimento urbano e industrial da area que abastece a ETE. O lodo de
esgoto proveniente do tratamento de esgotos domésticos, com predominancia sobre
os industriais, geralmente tem teores de Cd, Cu, Mo, Ni, Zn, Mn, Fe, Al, Cr, e Hg
dentro das faixas permitidas para seu uso agronémico. Entretanto, quando os
efluentes industriais predominam no esgoto, o lodo apresenta teores de metais
pesados acima da faixa permitida, havendo restricdes para uso agricola." E de

importancia fundamental o controle de efluentes industriais, pois se o lodo de esgoto
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contiver metais pesados poluentes acima dos limites estabelecidos pela norma norte
americana, nao podera ser utilizado na agricultura.

Num esforgo de simular os efeitos dos elementos traco em solos tratados com
lodo de esgoto, as primeiras pesquisas direcionaram-se para 0 crescimento de
plantas em casas de vegetacdo, com metais adicionados ao solo como sais
inorganicos. Num estudo de campo subseqiiente, Page et al. (1994)'* usaram lodo
de esgoto e mostrou que os resultados dos estudos da casa de vegetacao
superestimaram a biodisponibilidade e fitotoxidade dos metais provenientes do lodo.
Resultados destes estudos de campo demonstraram que culturas crescidas em
solos tratados com lodo foram beneficiadas em nutrientes presentes no lodo de
esgoto, mas nao acumularam As, Cr, Cu, Pb, Hg, Ni ou Zn em quantidades
suficientes para serem prejudiciais aos consumidores. Dependendo das condi¢des
do solo, poderia haver possibilidade de absorcdo de Cd, Mo e Se pelas plantas em
quantidades prejudiciais aos humanos (Cd) e animais (Cd, Mo e Se) que
consumissem a colheita afetada.

Geralmente, a absorcdo de metais pelas plantas ocorre em baixos valores de
pH, uma vez que os metais tornam-se mais disponiveis em solos acidos."® Alguns
autores afirmam que a disponibilidade de metais também é insuficiente pela CTC na
seguinte relagdo: quanto maior a CTC, maior a complexagdo dos metais téxicos,
tornando-os menos disponiveis as culturas.'®

Toda a preocupacdo que se tem com os metais pesados é devido a sua
capacidade de estabelecer ligagdes com grupos organicos em geral e, em especial,
com o grupo sulfidrila presente em proteinas. Essa caracteristica € que os torna
potencialmente toxicos, havendo possibilidade de que a MO forme complexos

desses metais evitando sua translocag¢ao no perfil do solo e possivel contaminacao
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do lencol freatico. Porém, pode acontecer contaminacao do solo e a possibilidade de
absorcdo dos mesmos, pelas plantas consequente entrada na cadeia alimentar.
Estes elementos provocam efeitos negativos a saude humana e animal e na
qualidade do alimento, e ao contrario dos patégenos e outros compostos orgénicos
presentes no lodo, os metais pesados podem sofrer alteragcdes apenas de natureza
quimica, ou seja, nao sao biodegradaveis e podem acumular-se no solo por tempo
indefinido. Em geral, os metais pesados encontrados sao: Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Fe, Co,
Mn, Mo, Hg, Sn e Zn. Entre estes o Cu, Fe, Mn, Mo, Ni e Zn sdo essenciais as
plantas, o Co as bactérias fixadoras de nitrogénio e Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo e Zn aos
animais.

Os organismos patogénicos sao inerentes aos esgotos sanitarios e
consequentemente aos lodos de esgotos. A sua presenga causa um problema de
poluicdo a medida em que se verifica a possibilidade da sua disseminacéo pelo
ambiente.*

Os EUA e grande numero de paises da Europa ja possuem leis
regulamentando o uso de residuos em solos agricolas, considerando niveis criticos
de metais pesados no solo e nos residuos." No entanto, estas leis baseiam-se
principalmente nas propriedades morfoldgicas e ndo descrevem suficientemente a
guimica da MO contida nos compostos. Também nao especifica os efeitos a curto e
longo prazo, que o composto pode exercer na MO nativa do solo e no crescimento

das plantas."’

3.2 MATERIA ORGANICA

A MO é imprescindivel para a qualidade dos solos tropicais. Ela desempenha

um papel relevante na produtividade das culturas por ser um importante reservatorio
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de N, P e S e por influenciar fatores como pH, capacidade de troca i6nica, atividade
microbiana e estrutura do solo.'®'® Além disso, a MO pode contribuir para o
seqiiestro de carbono atmosférico.?>?' A sua dinamica é um dos aspectos de grande
interesse em se estudar, devido sua importancia tanto do ponto de vista de solos,
considerando aspectos relevantes de fertilidade e de estrutura, para evitar processos
erosivos, quanto aspectos ambientais, com relacdo as reacdes e associagdes com
pesticidas, metais pesados e microorganismos, em solos e aguas, e ainda
considerando aspectos globais da Terra, como o efeito estufa.

Em solos de regides tropicais e subtropicais, a MO desempenha papel de
fundamental importancia na fertilidade, por se tratarem de solos altamente
intemperizados, cujos minerais, ja estdo na escala final do intemperismo. Assim
sendo, a MO além de se constituir em um dos principais, sendo o principal,
componente da CTC, durante o processo de mineralizacao libera nutrientes para a
nutricdo dos vegetais.?? Nesses tipos de clima a taxa de decomposicdo da MO é
bastante elevada, cerca de cinco vezes mais rapida quando comparada a de regides
temperadas.

Apesar de se encontrarem em reduzida quantidade, a MO tem influéncia em
quase todas as propriedades do solo, atuando de maneira marcante no crescimento
dos vegetais. Sua presenca caracteriza os solos de boa fertilidade, aos quais
proporciona uma estruturagdo favoravel & vida das plantas. E praticamente a
principal fonte de nitrogénio para as plantas, sendo ainda, fornecedora de elementos
como o fosféro e o enxofre, bem como de varios micronutrientes.?® Por isso,
incrementa-se a quantidade de MO pela pratica de adi¢cdes regulares de residuos

organicos ao solo, para lhe conferir maior produtividade agricola.
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A matéria organica do solo (MOS) é correntemente definida como “a fragao
organica do solo incluindo residuos vegetais e animais em diferentes estados de
decomposicao, tecidos e células de organismos e substancias produzidas por
habitantes no solo”, ou seja, resulta da degradacao quimica, biolégica e da atividade
sintética dos microorganismos.®** Essa é uma definicdo muito ampla, que inclui
materiais pouco alterados até aqueles que sofreram profundas alteragdes.

A MOS designa um conjunto de substancias altamente heterogénea que inclui
numerosos compostos de carbono, variando de acuUcares, proteinas e outros
constituintes biolégicos, acidos organicos de baixas massas moleculares, como os
acidos acético e oxdlico, quase todos facilmente mineralizaveis, até o conjunto
complexo de produtos recalcitrantes resultantes de transformacbes quimicas e
microbianas da MOS.?°

A MOS é constituida basicamente de SH e substancias ndo humicas. As SH
(proteinas, aminoacidos, carboidratos, acidos orgéanicos, entre outros) pertencem a
grupos bem conhecidos e possuem caracteristicas fisicas e quimicas bem definidas.
Geralmente correspondem aos compostos mais facilmente degradados por
microorganismos, tendo, normalmente, tempo mais curto de vida no ambiente.?® As
SH, por sua vez, sdo macromoléculas ou estruturas supramoleculares, com massa
molecular e estruturas variaveis, sdo muito resistentes a degradacéo e seu tempo de

existéncia pode ser de séculos ou até milénios.

3.2.1 IMPORTANCIA DA MATERIA ORGANICA PARA O SOLO

Quanto a importancia da MO, pode ser analisada através das suas funcoes:

= biolégica- regula as atividades da microflora e dos organismos da microfauna;
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nutritiva- serve como uma fonte de nutrientes para o crescimento das plantas,
retendo e fornecendo tanto os macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S) assim como
0s micronutrientes, (Zn, Fe, Mn, Cu), impede a perda por lixiviagdo e arraste dos
fertilizantes quimicos;

fisica e fisico- quimica- melhora a capacidade de retencdo de agua, drenagem,

aeracdo e conserva a estrutura do solo. E responsavel pela CTC e a capacidade
tampao do solo. Participa também no processo de decomposicdo de agentes
toxicos formando compostos complexos com metais pesados e pesticidas, ajuda
na retencdo de calor influenciando na germinacdo de sementes e
desenvolvimento das raizes.

A determinagao precisa do teor de MO ¢é importante sob diversos aspectos.

Primeiramente, do ponto de vista do estabelecimento de praticas de manejo para o

cultivo de plantas, uma vez que a MO desempenha um papel importante no

fornecimento de nutrientes para as plantas, aumento da CTC e melhoria da estrutura

do solo. Além disso, recentemente, o conteido de MO tem sido usado como um

parametro que auxilia nas recomendacbes de aplicacdo de nitrogénio, enxofre,

calcario e herbicidas.?” Esses aspectos sdo muito importantes e atuais considerando

a necessidade de praticas que levem a uma “agricultura sustentavel”. Os aspectos

qualitativos da MO também séao relevantes dada a complexidade e diversidade de

reacdes das macromoléculas que a constitui.

3.2.2 SUBSTANCIAS HUMICAS

As SH sao definidas na literatura de maneiras bem diversas, em funcao de

suas multiplas caracteristicas e natureza complexa. Devido a isso, pouco se sabe
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sobre sua estrutura quimica e apresentam-se como misturas heterogéneas de
moléculas polidispersas com elevada massa molecular.

As SH sao os componentes mais recalcitrantes da MOS e representam o mais
resistente estoque de MO.

As SH sao compostos organicos derivados de matéria animal e vegetal em
decomposicao. Originam-se no ecossistema terrestre, ou seja, no solo, onde a MO
fica aprisionada, decompondo-se gradativamente, em conjunto com agentes
quimicos envolvidos nos ciclos dos nutrientes.?® Elas sdo constituidas por uma
mistura de compostos de elevada massa molar com uma variedade de grupos
funcionais. Os principais grupos funcionais das SH incluem grupos carboxilicos,
hidroxil-fenélicos, carbonilicos e hidroxilicos.? Normalmente, os cientistas de SH
definem as estruturas quimicas dos acidos humicos (AH) como macromoléculas
complexas, constituidas de diferentes estruturas aromaticas e alifaticas com func¢des
carboxilicas e fendlicas. Estas estruturas estdo ligadas a peptideos e outros
compostos contendo nitrogénio e carboidratos em pequenas quantidades.

Suas caracteristicas moleculares podem variar dependendo da idade ou da
origem do material sendo, por isso, definidas operacionalmente.*® Assim, com base
nas suas respectivas solubilidades séo classificadas em humina, AH e acido fulvico,
em que cada fragdo deve ser considerada como sendo constituida de uma série de
moléculas de tamanhos diferentes.

A maioria delas ndo possui a mesma configuragao estrutural ou grupos reativos
na mesma posicdo.® O AH constitue a fracdo das SH sollivel em meio alcalino, que
precipita apds acidificacdo. O &cido fulvico permanece em solu¢cao quando o meio é

acidificado e a humina é a fragdo insoluvel tanto em acido quanto em alcali diluidos.
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Em sintese, pode-se conceituar SH como aquela parte da MO ou, mais
particularmente, do hdmus, que apods varias transformagdes, permanece no
ambiente, consistindo de wuma mistura heterogénea, polifuncional, sem
caracteristicas quimicas e fisicas definidas e em diferentes graus de polidispensao.

A variedade de materiais de origem e o grande numero de caminhos
reacionais possiveis para a formagao do himus sao a razao para as dificuldades na
sugestao de uma estrutura precisa para os AH, acido fulvico e humina.

Essa variedade de definicoes é conseqliéncia da natureza complexa das SH
e principalmente devido ao fato dessas substancias ndao constituirem uma classe
definida de compostos, mas um grupo dinamico de compostos heterogéneos que
mudam constantemente com o tempo e conjuntura ambiental.

Até ha alguns anos, as SH eram consideradas como polimeros
macromoleculares. As afirmacgdes e citacoes feitas anteriormente foram baseadas na
proposta que SH seriam macromoléculas organicas, com caracteristicas similares as
macromoléculas biolégicas como proteinas, polissacarideos, acidos nucléicos e
lignina. Schnitzer e Khan (1978) e, mais recentemente, Schulten e Schnitzer (1997)
propuseram a existéncia de espacos vazios (Figura 3.2) de diferentes tamanhos,
onde poderiam alojar-se outros compostos organicos, hidrofilicos ou hidrofébicos,
como carboidratos e materiais proteinaceos, lipidios, agrotéxicos e outros poluentes.
Poderiam também estar presentes elementos inorganicos como argilas e o6xidos-
hidréxidos.

A relevancia e consequéncias de termos para um modelo definitivo para as
SH séao evidentes. Deste modo, independente de qual modelo proposto, existe um
consenso sobre a existéncia de regides hidrofébicas que podem ser excelentes

sitios de sorcdo, por exemplo, para pesticidas néo polares.
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Schulten e Schnitzer (1993), a partir de técnicas analiticas, tais como: pirdlise,
espectroscopia, degradacao oxidativa e microscopia eletrbnica, sugeriram a

estrutura esquematica e macromolecular para o AH, mostrado na figura 3.1.
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Figura 3.1: Modelo de estrutura de AH proposto por Schulten e Schnitzer (1993).

A estrutura proposta por Schulten e Schnitzer (1993) para o AH contém
longas cadeias alifaticas, grupos OH fendlicos livres e ligados, estruturas de
quinona, nitrogénio e oxigénio como ponte de ligagdo dos grupos de COOH

localizados de diferentes formas nos anéis aromaticos.
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Schulten e Schnitzer (1997) apresentaram um modelo obtido através de
técnica de pirdlise e espectrometria de massas, pelo qual o AH é representado como

uma macromolécula (Figura 3.2).

Figura 3.2: Modelo tridimensional de acidos humico proposto por Schulten e
Schnitzer  (1997), carbono=azul; oxigénio=vermelho; nitrogénio=preto e
hidrogénio=branco. As letras A, B e C indicam o0s espacos vazios presentes,
provavelmente, na estrutura das SH.

A reatividade quimica das SH ¢é devido, principalmente, a quatro
caracteristicas estruturais:*"* polifuncionalidade, a presenca de varios grupos
funcionais, com reatividades diferentes, representativos de uma mistura heterogénea
de polimeros que interagem entre si; carga macromolecular, o carater aniénico do
arranjo molecular cujos efeitos refletem na reatividade dos grupos funcionais e na

conformacao molecular; hidrofilicidade, essa propriedade reflete-se na tendéncia que

tém as SH de formarem ligacdes de hidrogénio com as moléculas da agua do meio,
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solvatando, dessa maneira, grupos funcionais como COOH e OH; labilidade
estrutural, devido a capacidade de associacbes intermoleculares e de mudancas
conformacionais em resposta a mudancas de pH, condi¢cdes redox, concentracao
ibnica e ligagdes quimicas. Todas as propriedades citadas a respeito das SH sao
semelhantes a propriedades de outros biopolimeros, como proteinas e
polissacarideos. Contudo, no caso das SH essas propriedades refletem o
comportamento de uma mistura heterogénea de moléculas interagindo entre si, ao
invés do comportamento de um unico tipo de macromolécula, estruturalmente bem
definida.

Além do modelo macromolecular, tem-se ainda o modelo supramolecular, no
qual é proposto que as SH em solucdo formam agregados humicos que sao
estabilizados por ligacdes fracas, tais como: ligacdes de hidrogénio e/ou interacdes
hidrofébicas. Além disso, é proposto que as SH sao provenientes de produtos da
degradacdo enzimatica de plantas e complexos de ligninas.®*3* Este modelo foi
embasado por Conte e Piccolo (1999)* dando origem & teoria supramomecular,®®®’
na qual as SH sao formadas por moléculas pequenas e heterogéneas de varias
origens, auto-organizadas em conformacgdes supramoleculares, o que explicaria o
grande tamanho molecular aparente das SH. O modelo supramolecular foi
sustentado pelos resultados obtidos por Simpson (2002)% e Simpson et al. (2002)%.
Estes autores demonstraram que as SH extraidas de solos sao formadas por uma
mistura de substancias agregadas de baixa massa molar e propuseram um modelo
estrutural (Figura 3.3) para ilustrar como as principais estruturas identificadas nas
SH poderiam formar um agregado na presenca de céations metalicos de ocorréncia

natural nos ecossistemas terrestres.
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Figura 3.3: Modelo estrutural das SH proposto por Simpson et al. (2002). As
unidades vermelhas representam os cations metalicos, as unidades pretas os
polissacarideos, as unidades azuis os polipeptideos, as unidades verdes as cadeias
alifaticas e as unidades marrons os fragmentos aromaticos provenientes da lignina.

3.2.3 PROPRIEDADES DAS SUBSTANCIAS HUMICAS

Estima-se que 65% a 75% da MO da maior parte dos solos minerais sejam
SH.%

As SH apresentam propriedades quimicas que variam consideravelmente,
dependendo de varios fatores, como a composicdo dos residuos das plantas
originarias, condi¢des climaticas, acao dos microorganismos, interacdo com argila e
minerais e outros.26:4041:42

Algumas caracteristicas importantes das SH séo:

e alta capacidade de retencao de agua, com importante papel regulador para evitar

processos erosivos no solo, bem como fonte de armazenamento dessa

substancia vital para as culturas;
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e alta CTC, sendo que na maioria das situagdes é a principal reguladora da CTC
do solo. A CTC significa a soma total de cations trocaveis que um solo, ou algum
de seus constituintes, pode adsorver a um pH especifico.

e na combinacdo com argilas, formam agregados facilitando a aeracdo e
“estruturacao” do solo;

e formacgao de complexos com ions micronutrientes de plantas (Fe, Mn, Cu, Zn, Mo
e outros), permitindo a migracao dos mesmos, tornando-os biodisponiveis;

e complexacdo ou quelacdo com pesticidas e metais pesados (Pb, Hg, Cr, Cd e
outros) diminuindo suas concentracdes e a toxidez. Esta caracteristica pode, no
entanto, ser um fator de contaminacéo de solos e aguas naturais, uma vez que
aumenta o tempo de permanéncia dos metais;?*"*°

e a coloracdo tipicamente escura possibilita a retencdo de calor pelo solo,
beneficiando a germinagdo de sementes e desenvolvimento de raizes;

Esse material consiste de uma mistura de compostos com elevada massa
molar e uma grande variedade de grupos funcionais,*® contendo oxigénio na forma
de carboxilas, hidroxilas, fendlicos, carbonilas, quinonas, hidroquinonas e outros, e a
presenca desses grupos funcionais contendo oxigénio causa a elevada reatividade
das SH.

Sao formadas através do processo de humificagcdo, caracterizado por
alteracbes nas estruturas quimicas dos residuos organicos e € controlada por
variaveis como temperatura, regime de agua do solo, pH e disponibilidade de
nutrientes. Durante a humificacdo, geralmente ocorre um aumento na concentracéo
de C carboxilico, C alquil e C aromatico e uma diminuicdo na concentracédo de C O-

alkyl.™
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A humificacdo é entendida como a degradacdao de compostos labeis e
acumulo de material quimicamente recalcitrante, logo, aquele material que é
preservado no solo por protecao fisica nao é considerado humificado.

As SH provenientes de residuos organicos compostados apresentam algumas
caracteristicas que as diferenciam daquelas originarias dos solos. Grupos
proteinaceos e estruturas alifaticas presentes nas SH de residuos compostados sao
largamente incorporados as SH do solo em formas relativamente resistentes a
decomposicdo. Com o passar do tempo, entretanto, observa-se modificacdes
quimicas e estruturais tornando esta diferenca menos aparente, com a clara
evidéncia de aproximacao as SH do solo original. Este resultado é importante pois
sustenta, em parte, que a reciclagem de residuos organicos parcialmente

humificados é benéfica no tratamento de solos.

3.2.4 INTERACAO DAS SUBSTANCIAS HUMICAS COM METAIS

As SH apresentam caracteristicas estruturais que fazem com que elas
possam interagir com metais e compostos organicos, como por exemplo, pesticidas
e herbicidas presentes no ambiente.** Em certas situagcdes suas caracteristicas
funcionais tem sido inclusive utilizadas como indicadores do grau de poluicdo em

diferentes ambientes.*

3.3 CARACTERIZAGAO DA MATERIA ORGANICA E
SUBSTANCIAS HUMICAS

A literatura é rica em trabalhos sobre os efeitos do lodo de esgoto no nivel de

fertilidade do solo, nas propriedades fisicas e biologicas, na absor¢ao de nutrientes e
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na produtividade das culturas. Contudo, é pobre em estudos a respeito dos efeitos
do lodo de esgoto sobre as fragcées da MOS.’

Os métodos quimicos e espectroscopicos tem sido amplamente aplicados no
estudo da MOS, principalmente das SH, assim como na identificacdo e
caracterizacao dos diferentes compostos humicos, na avaliacido das alteracdes
desses compostos e, no entendimento dos processos relacionados com a dinamica

da MO apés a aplicacao do lodo de esgoto ao solo.

3.3.1 METODOS QUIMICOS

3.3.1.1 TEOR DE CINZAS

O teor de cinzas corresponde a quantidade de matéria inorganica,
especialmente silica e metais, presentes no AH. Esse valor reflete na eficiéncia da
extracdo e purificacdo. Valores altos de cinzas podem comprometer a interpretacéao

da anéalise elementar e interfere nas analises de NMR e EPR.

3.3.1.2 DETERMINAGAO DA COMPOSICAO ELEMENTAR (CNHS)

A andlise elementar € o método mais usado para a determinacdo da
composicao elementar das SH, se baseia na deteccdo de quatro componentes
(nitrogénio, carbono, hidrogénio e enxofre) de uma mistura, eluida e separada por
uma coluna cromatogréfica e detectada por um detector, na seqiéncia N,, CO,, H.O
e SO,. Com os dados da analise elementar ndo € possivel se chegar a férmula
molecular do acido humico ou acido fulvico, mas é possivel ter uma nocao da

composicao geral da molécula.
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A composicao das SH é afetada por diversos fatores, como pH, material de
origem, vegetacdo e uso do solo. Assim, solos neutros apresentam uma faixa
estreita de valores para carbono, hidrogénio e nitrogénio, enquanto que solos acidos
apresentam uma faixa mais larga. O acido fulvico & mais rico em oxigénio e enxofre,
enquanto que o AH é mais concentrado em carbono, hidrogénio e nitrogénio.**

Esse tipo de analise tem sido extensivamente utilizado para identificar
alteracées na composicao de SH extraidas de solos sob diferentes tratamentos e
manejos, incluindo adi¢do de lodo de esgoto.®

Estudos mostraram que C, H, O, N, P e S respondem por 100% da
composicdo das SH livres de cinzas.®?® Os elementos C, H, N e S sdo determinados
e 0 O obtido por diferenca.

A composicdo elementar é determinada para possibilitar conhecer a
quantidade dos elementos quimicos formadores da molécula polimérica. As fracdes
das SH sao diferenciadas pela quantidade de elementos quimicos presentes na
molécula.

A partir desses valores, pode-se calcular a razdo atémica C/N. A razao C/N,
por sua vez, indica o grau de incorporacado do nitrogénio na estrutura humica e o
estado de humificacdo da MO, por conseqiéncia, o nivel de fertilidade desse
material, pois através de diversos mecanismos de mineralizagdo da MOS, o
nitrogénio é liberado para as raizes das plantas sob a forma de nitrato. Na maioria
dos solos, a relacao C/N diminui com a profundidade.

A razao C/N fornece informacdes a respeito da estabilidade da MO ou do grau
de humificagdo. Os microorganismos necessitam de carbono, como fonte de
energia, de esqueletos carbdnicos para a sintese de biomoléculas diversas e de

nitrogénio para sintese de proteinas. Durante o processo de decomposicdao da MO,
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o consumo de carbono é maior do que o de nitrogénio, ocorrendo uma concentracao
relativa no nitrogénio e uma diminuicdo na relagdo C/N.***”*® Segundo Fernandes
(2000), o lodo de esgoto apresenta razdo C/N entre 5 e 11.

O nitrogénio incorporado as macro ou supermoléculas dos AH origina-se na
decomposicao de proteinas e polipeptideos dos tecidos dos organismos mortos
presentes no lodo de esgoto, que séo incorporados aos AH nativos do solo em
formas resistentes & decomposico.*°

Esta razdo deve ser constante para os solos e sedimentos entre 10-12.8°
Uma alta razdo C/N significa baixa incorporacao de N e baixo grau de humificagao.

A razado C/N pode ser utilizada ainda para inferir o grau de estabilidade da

MO, do ponto de vista ao ataque microbiano.”’

3.3.1.3 DETERMINACAO DE CARBONO ORGANICO TOTAL (TOC)

O carbono total é determinado pela oxidagdo do carbono organico e inorganico
a CO,, devido ao aumento da temperatura a 900°C.

A determinacdo do carbono inorganico é realizada através da acidificacao
(acido fosférico) e, posterior aguecimento a 200°C. Por diferenga do carbono total e

inorganico é calculado o valor do carbono organico das amostras.

3.3.2 METODOS ESPECTROSCOPICOS

A extracdo de SH e sua caracterizacdo por meio de técnicas
espectroscopicas tém gerado importantes resultados na avaliacdo da qualidade do
solo, sob condi¢cdes temperadas e tropicais, uma vez que fornecem informacdes
sobre os grupos funcionais que constituem a MO, muito embora, em sistemas

tropicais, esses estudos sejam ainda reduzidos.>?°3°4°5% Mangrich (2001)°’ ressalta
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que o conhecimento das estruturas quimicas das SH é essencial para entender a
sustentabiliddae dos diferentes sistemas agricolas, o ciclo global do carbono e a
lixiviacdo de espécies quimicas, que causam poluicdo das aguas e o
empobrecimento do solo.

As analises espectroscépicas nas diferentes regidbes do espectro
eletromagnético tem ampla aplicacao no estudo da MOS, especialmente das SH,
tanto para a identificacao e caracterizacao dos diferentes compostos humicos, como
para a avaliagdo das alteracdes qualitativas desses compostos.

Estas técnicas possuem vantagens como a utilizacao de pequena quantidade
de amostra e a sua facil execucao.®

Os resultados obtidos por Piccolo et al. (1992) a partir da caracterizacao
quimica e espectroscopica de SH extraidas de solos tratados por 4 anos com
diferentes porporcdes de residuos organicos industrial e doméstico, e de esterco
animal, indicaram efeito benéfico na fertiidade do solo, a partir da adicdo de
residuos ao solo, mas também que o AH formado assumiu caracteristicas quimicas
e grau de humificagdo do material originalmente contido no solo.

Oficialmente ndo hd um método padrdo estabelecido para avaliagdo da
qualidade do composto organico, mas diferentes técnicas tem sido propostas para
testar a evolugdo e modificagdes ocorridas na MO. Entre essas, as medidas
espectroscopicas, EPR, FTIR, UV-Vis, NMR, Fluorescéncia e FIL, tém sido
comprovadamente eficientes e aplicadas em diversas pesquisas combinadas com
metodologias padronizadas de analise quimica, para caracterizagdo de SH

provenientes das mais diferentes origens e tipos de tratamentos.*6:48:49:46.58
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3.3.2.1 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA

Quando moléculas, ions ou atomos, que possuem elétrons desemparelhados,
sdo submetidos a um campo magnético e absorvem radiacdo na freqiéncia de
microondas (102 — 10° Hz), ocorre o fendbmeno de ressonancia paramagnética
eletronica (RPE). Essa técnica é capaz de detectar espécies com elétrons
desemparelhados, permitindo a deteccao dessas espécies e a determinacao da sua
concentracao.

A transicao entre os dois niveis ocorrera quando uma energia

AE = gBH, (3.1)
for fornecida ao sistema. Quando a condicdo de ressonancia é satisfeita, 0 momento
magnético sofre uma transicdo de uma posicao paralela ao campo magnético para
uma posicao antiparalela a este.

A figura 3.4 ilustra estas informacdes.

‘ me=+1/2 |

'T+ hv=gBHo

Ms=-1/2 l

|
A
|
} Absorcio
|
|
|
|
|
|

Primeira
Derivada

i 0 H

Figura 3.4: Desdobramento dos niveis de energia do spin eletrénico na presenca de
um campo magnético; forma da linha de absorcdo de energia do campo de
microondas; primeira derivada da linha de absorcéo.
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Uma das principais informacdes a respeito das SH é a medida do grau de
humificagdo®® e um parametro que caracteriza este estagio de humificacdo é o nivel
de radicais livres do tipo semiquinona. O grau de humificacdo esta associado a
estabilidade e complexidade das moléculas de SH, o que significa cadeias maiores
com maior conteldo de grupos aromaticos. Um dos poucos parametros que reflete
essa propriedade intrinseca das SH € o nivel de radicais livres do tipo

52, 53, 61, 9. 80 Egtes radicais apresentam grande importancia como

semiquinona.
catalisadores de reacdes de polimerizagdo de SH. A técnica utilizada para detectar e
quantificar os radicais livres do tipo semiquinona, e consequentemente o grau de
humificacdo das SH, é a ressonéancia paramagnética eletrbnica, sendo uma técnica
bastante sensivel a espécies quimicas com elétrons desemparelhados.

O sinal de radicais livres das SH é produzido por grupos semiquinona (Figura
3.5) formados pela dehidrogenacgéo oxidativa de compostos fendlicos. As SH contém

radicais livres muito estaveis que sao relacionados com reacdes de polimerizagcao —

despolimerizagdo, grau de aromaticidade e humificagdo da MO.®’

0 : H
fenita)
Eﬂ_a-:- Eil-;-an:u
midagdn oxigagan
{ragidcy
= OH OH
quinona semiquinona hidroguinona

Figura 3.5: Esquema de estabilizagdo do radical livre do tipo semiquinona.®®

O grau de humificacdo esta associado a estabilidade e complexidade das

moléculas de SH, o que significa cadeias maiores com maior conteudo de grupos
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aromaticos. Um dos poucos parametros que reflete essa propriedade intrinseca é o

nivel de radicais livres do tipo semiquinona.

3.3.2.2 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

O fenbnemo de RMN tornou-se relevante para os quimicos quando foi
descoberto que nucleos da mesma espécie, mas em situacao diferente na molécula,
absorvem (e reemitem) energia em radiofreqiiéncias diferentes. Grupos de um dado
nucleo ocupando configuracdes diferentes numa molécula podem ser distinguidos
em regides diferentes do espectro, o que possibilita estudos estruturais, que tornam
a espectroscopia de 'C RMN uma técnica extremamente poderosa para a
identificacéo de substancias quimicas.

Sob condi¢des apropriadas em um campo magnético, uma amostra pode
absorver radiacao eletromagnética na regido de radiofreqiiéncia em uma freqiéncia
governada pelas caracteristicas estruturais da amostra.®? A absorcdo é funcdo de
determinados nucleos das moléculas. Essencialmente, um experimento de *C RMN
consiste em posicionar uma amostra entre os pélos de um campo eletromagnético e
aplicar uma radiofrequiéncia variavel. A excitacdo do nucleo do estado fundamental
para um estado de energia mais alto resulta na absorcdo de radiagdo a uma
frequéncia propria, dando um espectro o qual consiste de uma ou mais linhas de
ressonancia. Um espectro de *C RMN é um registro grafico das freqiiéncias dos
picos de absorcdo contra suas intensidades. O numero e a intensidade dessas
linhas estdo relacionados com a estrutura da molécula.®?

Da espectroscopia de *C RMN podem ser observados niveis de energia,

quando o isétopo do °C é colocado na presenca de um campo magnético e radio-
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freqiéncia ressonante com a transicao. A freqliéncia de absorcdo dos nucleos do
3C & dependente do ambiente quimico em torno do nlcleo e a intensidade é
proporcional a quantidade de grupos funcionais analisados.

Através da RMN podemos identificar grupos funcionais que possibilitam
caracterizar a estrutura das SH. O espectro de '*C RMN de um AH e um &cido
fulvico, fornece um inventario de diferentes componentes dos quais o material é
composto.

Os principais grupos funcionais detectados por *C RMN no estado sélido em
AH sao (Figura 3.6):%® grupos alifaticos (0-45 ppm), N-alifaticos e metoxilicos (45-60
ppm), O-alifaticos (60-110 ppm), aromaticos (110-140 ppm), O-aromaticos (140-160

ppm), carboxilicos (160-185 ppm) e carbonilicos (185-230 ppm).

1
HG=OH— | ~CH;~OH

\C ;
@{, @ 54 Hil _—
agiER N | | -
200 150 100 50 0

Figura 3.6: Espectro de *C RMN tipico de AH mostrando os grupos funcionais
associados as bandas correspondentes.®®

Com a técnica de '*C RMN podemos fazer um estudo direcionado para um

determinado ndcleo, sendo esta uma das grandes vantagens da técnica.
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A C RMN ¢ atualmente a técnica instrumental mais usada para
caracterizacao das SH do solo, sendo possivel a utilizacdo de amostras sélidas e
liquidas.®?

Uma das observacdes de grande interesse na avaliagdo da estrutura de
compostos humicos & a possivel mudanca estrutural destes, que reflete em
alteracdo de suas propriedades nos solos. Tanto a *C RMN quanto a de 'H RMN
tém sido aplicadas em estudos relativos a conformagdes e estruturas moleculares da
MO com grande sucesso.

A utilizacdo de espectroscopia de RMN '*C de estado sélido é cada vez maior
porque possibilita o estudo de substdncias que sdo pouco solUveis ou mesmo
insollveis. A técnica nao é destrutiva, preservando a amostra para outras analises,
economizando solventes e permitindo a avaliacao in situ da MOS.

Esta técnica apresenta algumas limitagdes tais como: baixa sensibilidade
devido a pequena abundancia natural da maioria dos nlcleos, entre eles o '*C
(~1,1%), chamado de nucleo raro, e os tempos de relaxagdo muito longos que
exigem experimentos com longa duracao.

No caso de medidas de estado sélido, para obter espectros de alta resolucao,
devem resolver-se os trés problemas seguintes:

1 — alargameto devido as interacdes dipolares heteronucleares (‘*C, 'H);

2 — alargamento devido a anisotropia do desvio quimico;

3 — baixa sensibilidade devido aos longos tempos de relaxacao spin-rede dos
nucleos raros (*°C).

Estas trés interagbes anisotropicas estdo presentes nos liquidos mas,
felizmente, sédo eliminadas pelo rapido movimento isotrépico das moléculas. Com o

desenvolvimento de técnicas novas e sofisticadas tais como: desacoplamento de



33

alta poténcia, técnica de rotacdo segundo o angulo magico (MAS) e polarizacao
cruzada (CP), estas limitacdes da '*C RMN do estado sélido tem sido melhoradas.

A utilizacdo do desacoplamento de alta poténcia permite eliminar o
alargamento das linhas no espectro de '*C provocado principalmente pelas
interagbes dipolares entre os nucleos de C e 'H. Estas interagdes dipolares
heteronucleares surgem devido a influéncia dos prétons que sdo abundantes e
originam um campo local sob os nicleos raros de '*C. O desacoplamento é feito
através da reducdo do momento magnético dos nucleos de 'H que sdo abundantes,
pela aplicacdo de sua radiofreqiiéncia de ressonancia, que mantém o momento de
dipolo magnético em alta rotagao.®?

A técnica de rotacado segundo o dngulo magico (MAS) elimina os vestigios da
interacdo dipolar *C — 'H e os efeitos da anisotropia sobre o deslocamento quimico
através da rotagcdo da amostra segundo um determinado angulo, denominado
angulo magico (54,74°) em relagdo ao campo magnético aplicado.

A técnica de polarizagéo cruzada (CP) permite aumentar a sensibilidade dos
nuacleos raros e reduzir os longos tempos de relaxacdo spin-rede, mediante a
transferéncia da magnetizacdo de spins de nucleos abundantes como 'H para os
spins de nucleos raros como '*C, contribuindo também ao aumento da resolugédo
pelo incremento de magnetizagao total.

A utilizacdo das trés técnicas: desacoplamento de alta poténcia, rotagcéo
segundo o angulo magico (MAS) e polarizagdo cruzada (CP), combinadas
simultaneamente, conduz a obtencéo de espectros de alta resolucdo em sélidos.

No entanto, um espectro caracteristico de SH mostra bandas largas e
sobreposicdo que impede uma atribuicdo exata (Figura 3.6). Mas existe a

possibilidade da obtencdo de uma informacdo semiquantitativa mediante a
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integracao dos picos largos e a associacdo com grupos funcionais caracteristicos
das SH. Quanto ao aspecto geral dos espectros de '*C RMN, em fungdo do
aumento da humificacao, observa-se um alargamento dos picos de ressonancia com
perda de resolugao devido a alta complexidade estrutural.

A espectroscopia de RMN, especialmente a de '*C, permite diferenciar, de
forma quantitativa, estruturas alifaticas e aromaticas, sendo, por isso, a melhor

técnica para determinacgéo do nivel de aromaticidade (e humificacao) de SH.

3.3.2.3 ESPECTROSCOPIA DE ABSORGCAO DE RADIACAO NO UV-VIS

A espectroscopia na regiao do Ultravioleta (200-400 nm) e do visivel (400-800
nm) permite a identificagdo de transicées de elétrons dos orbitais o-, -, n- de seu
estado energético fundamental, para orbitais de maior energia em um estado
excitado® (Figura 3.7). O AH apresenta absorbancias em A na regido de UV-Vis
devido a grande quantidade de condensacdes aromaticas e outros sistemas =«

conjugados presentes na cadeia. Cadeias maiores tedem a absorver em A maiores.

A c* anti-ligante

T A A n* anti-ligante

n néo ligante

n ligante

E c ligante

Figura 3.7: Diagrama dos niveis de energia relativa de orbitais moleculares e
possiveis transicoes entre os orbitais.
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Compostos contendo elétrons desemparelhados nos atomos de oxigénio ou
enxofre mostram absorcdo de energia na faixa UV-Vis, assim como sistemas
contendo duplas ligacoes conjugadas. Os grupos que contém estes elétrons sao
chamados croméforos, pois emitem a cor caracteristica da molécula e podemos
exemplifica-los: NO,, C=C ou C=0. Agora é bom relembrar que as SH contém na
estrutura abundantes espécies com ligagdes insaturadas, em conseqiéncia 0s
principais croméforos identificados nas SH, podem ser estruturas aromaticas
discretas (anéis) e substituidas por grupos carboxila e hidroxila e croméforos nao

aromaticos como grupos cetona e carbonila (Figura 3.8).

0 0
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0 0 0 -N=0 N ~N=N-
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Figura 3.8: Alguns cromoforos presentes nas estruturas das SH.

Em funcdo da grande quantidade e variabilidade de grupos cromoforos
existentes nas macromoléculas humicas, os espectros obtidos sdo geralmente
formados pela sobreposicédo de véarias bandas sem picos definidos, apresentando
absorcao decrescente com o aumento do comprimento de onda.

A espectroscopia de luz UV-Vis fornece informacdes que podem ser usadas

para identificar estruturas moleculares e funcionalidades, sendo sensivel a metais
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pesados e a presenca de contaminantes organicos. A técnica é utilizada para
observar estruturas estaveis presentes nas SH, tais como, grupos aromaticos.

Para muitas das estruturas eletrdnicas, esta absorcdo ocorre em uma porcao
pouco acessivel do ultravioleta. Na pratica, a espectroscopia é limitada, na maior
parte aos sistemas conjugados. A seletividade da absor¢édo no UV é uma vantagem,
uma vez que se pode reconhecer grupos caracteristicos em moléculas de
complexidade bastante variavel. Como uma grande porcdo de uma molécula
relativamente complexa pode ser transparente no ultravioleta, pode-se obter
espectro semelhante ao de moléculas mais simples.®

Na regido do visivel a razdo entre as absorbancias em 465 e 665 nm,
chamada de razao E4/Es, tem sido amplamente usada para caracterizacao das SH .
Segundo Stevenson (1994) esta razdo decresce com o aumento da massa
molecular e da condensacgao dos anéis, sendo utilizada como um indicador do grau
de condensacao dos anéis aromaticos das SH e, portanto, grau de humificacao.

Os dados obtidos a partir da razdo E4/Es sao controversos na literatura e
devem ser utilizados e correlacionados com o devido cuidado com outros

parametros espectroscopicos mais precisos.

3.3.2.4 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER

A chamada radiacao infravermelha (IV) corresponde a parte do espectro
eletromagnético situada entre as regides do visivel e das microondas. A regido de
maior interesse espectroscopico esta situada entre 4000-400 cm™.8

A absorcao na regido de infravermelho é causada por movimentos rotacionais

e vibracionais dos grupos moleculares e ligagdes quimicas de uma molécula.
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Essencialmente, existem duas vibragdes fundamentais: estiramento, onde os atomos
permanecem no mesmo eixo da ligacao, porém a distancia entre os atomos aumenta
e diminui, e, deformacao, onde as posi¢cdes dos atomos mudam em relacéo ao eixo
de ligagao original. Quando luz infravermelha de mesma freqiiéncia de vibragdo de
estiramento ou de deformacdo incide na amostra a energia é absorvida e a
amplitude de vibracdo é aumentada. Devido a energia de absorcao na freqiiéncia de
ressonancia, o detector do espectrémetro de infravermelho grava um pico de
absorcao naquele comprimento de onda.? Vibragées tipicas de um grupo de atomos

sédo ilustrados na Figura 3.9.
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Figura 3.9: Vibracbes tipicas de atomos. Os sinais + e — significam vibracoes
perpendiculares ao plano do papel®.

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho € muito utilizada para
identificar grupos funcionais presentes na macromolécula de AH. A principal
aplicacdo da técnica na caracterizagdo estrutural da SH € a identificagdo dos
principais grupos funcionais.

Mesmo moléculas simples podem produzir espectros extremamente
complexos. O quimico utiliza-se deste fato vantajosamente comparando o espectro

de um composto desconhecido com o de uma amostra conhecida.
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O espectro de IV é caracteristico da molécula como um todo, porém certos
grupos funcionais dao origem a bandas que ocorrem mais ou menos na mesma
freqiiéncia independentemente da estrutura do resto da molécula. E justamente a
presenca destas bandas caracteristicas de grupos que permitem a obtencao, através
da consulta de tabelas do simples exame do espectro, de informacdes sobre a
estrutura das moléculas.

Tem contribuido para a identificagdo de grupos funcionais como hidréxidos,
grupos carboxilicos, carboxilatos, polissacarideos, alifaticos, aminas, entre outros.®
®7 Estas informagdes sdo Uteis, pois permitem identificar possiveis processos de
oxidacdo e alteracdo de grupos funcionais, associados aos efeitos de manejos,
devido por exemplo, ao aumento ou reducdo de aeragédo do solo, mudanca no pH,
complexacdo com micronutrientes, provenientes de fertilizantes ou naturalmente
ocorrendo no solo, e ainda com metais pesados.

A aplicacdo desta técnica permite identificar tanto estruturas moleculares
(componentes alifaticos e aromaticos, peptidicos), como grupos funcionais reativos
(COOH, OH, C=0, NH,).

O estudo das SH por FTIR permite observar a natureza, a reatividade e o arranjo
estrutural de grupos funcionais que possuem oxigénio, o grau de pureza da amostra
guanto a contaminantes inorganicos como argilas, metais e sais, € a ocorréncia de
carboidratos e proteinas.® Os espectros de infravermelho podem revelar as
interacdes entre grupos organicos, como os carboxilicos e metais pesados, visto que
a coordenacao dos grupos funcionais organicos com metais provoca deslocamento
na freqiéncia de absorcdo das ligacbes do ion carboxilato, o que permite a

identificagdo da natureza (i6nica ou covalente) da ligagdo organometalica.®®°
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A técnica de Transformada de Fourier foi introduzida na aquisicdo de
espectros de IV proporcionando maior velocidade de leitura, permitindo obter um
somatoério de muitos espectros, melhorando a resolucao e definicdo dos sinais e a
exatiddao da analise. A execucao de varias varreduras para diminui¢cdo dos ruidos é
facilitada devido a utilizagdo de um computador na obtencdo da Transformada de
Fourier. Uma Transformada de Fourier converte o dominio de tempo na forma de

dominio de freqiiéncia.

Tabela 3.1: Bandas tipicas observadas em espectros de FTIR de SH”®

Regiao em Origem
comprimento de onda
(cm™)
3400 Vibracao de estiramento de grupos OH e NH
2900 Vibracao de estiramento assimétrico de grupos CH —
alifatico
1715 Vibracao de estiramento de grupos C=0
1600 Vibracao de estiramento assimétrico de ions COO
1400 Vibracao de estiramento simétrico de ions COO
1200 Vibracao de estiramento de grupos C-O
1000 Torcao de COH, vibracao de estiramento de grupos CO
de polissacarideos ou grupos Si-O

3.3.2.5 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE LUZ UV-Vis

A fluorescéncia esta baseada na absorcdo de fétons e a consequente
emissao destes, ocasionados pelas transicbes de elétrons, que tem tempo
caracteristico menor que 10°. Para que ocorra determinada transicdo, a energia
absorvida deve ser equivalente a diferenca entre o estado eletrdnico inicial e o
excitado. Este valor representa o A de excitacéo e é caracteristico de uma estrutura
molecular em particular, no caminho de retorno ao estado basal, o elétron emite

energia que pode manifestar-se em forma de calor ou emissao de fétons com um A
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especifico chamado A de emissao, logo a energia emitida € menor que a absorvida
por causa das perdas na forma de calor ou vibracdes moleculares.

Se a energia absorvida por uma molécula ndo for suficiente para ioniza-la ou
dissocia-la, ela permanecera no estado excitado por um determinado tempo,
chamado de tempo de vida do estado excitado. Para retornar ao estado fundamental
a energia absorvida deve ser dissipada, o que normalmente ocorre por decaimentos
nao radioativos em que o0 excesso de energia é transferida na forma de vibracdes,
rotacdes e translacdes. Esta degradacdo térmica converte a energia de excitacao
em movimento térmico do ambiente “aquecendo-o0”. Porém quando o descarte de
energia pela molécula € feito pela emissdo de um féton temos um decaimento
radioativo que é chamado de fotoluminescéncia.

O fenbmeno de luminescéncia tem sido classificado de acordo com a duracéo
da emissao que ocorre depois que cessa a excitacdo. Na fluorescéncia, a emissao
da radiacdo cessa quase que imediatamente (10®s), ja na fosforescéncia pode durar
varios segundos. O tempo 10%s, é o tempo de vida de um atomo no estado excitado
para o qual o retorno ao estado fundamental é freqlentemente utilizado para
diferenciar fluorescéncia de fosforescéncia.

Na fluorescéncia transicdes tipicas deste tipo envolvem a promocao de
elétrons nao ligantes (n) ou ligantes (n) para orbitais antiligantes (n*), € um processo
rapido. Esses processos sdo altamente provaveis em sistemas moleculares
contendo atomos com pares de elétrons nao compartilhados, tais como, oxigénio e
nitrogénio e em estruturas aromaticas e/ou sistemas alifaticos conjugados de
insaturacées com alto grau de ressonancia, isto €, deslocalizacdo eletronica de

elétrons, como é o caso das SH.”"
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Figura 3.10: Esquema da transigéo eletrénica fluorescéncia molecular.

Essa técnica sensivel € aplicada para o estudo seletivo de fluoréforos:
(grupos cromoforos que apresentam fluorescéncia em A especifico). No entanto,
conhecendo-se a complexidade das estruturas das SH e a sua heterogeneidade, é
previsivel em espectro de bandas largas e superposicionadas.

A potencial utilidade dessa técnica para o estudo das estruturas e grupos
funcionais dos materiais humicos é devido a presenca de uma variedade de
estruturas fluorescentes, a qual incluem aromaticos condensados, que significa
varios grupos funcionais e cadeias alifaticas insaturadas.

A fluorescéncia dos compostos organicos envolve transicées singleto-singleto
onde nao ha mudancas de spin, ja a fosforescéncia requer um estado intermediario
tripleto, devido a reversdo do spin entre o estado fundamental e o excitado, que
retarda a emissao, devido as regras de selecéo de spin (Figura 3.10).

A espectroscopia de fluorescéncia de luz UV-Visivel fornece informagdes que

podem ser usadas para diferenciar e classificar a MO natural de acordo com a sua
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origem, génese e natureza, também para identificar estruturas moleculares e
funcionalidades, sendo sensivel a presenca de metais pesados e contaminantes
organicos.

As principais vantagens séo alta sensibilidade e seletividade, somente aqueles
grupos funcionais que fluorescem podem ser observados. A intensidade da
fluorescéncia aumenta com o decréscimo do tamanho molecular e o incremento de
grupos C=0, COOH e C aromatico. Essa técnica € utilizada para estudar a idade
das SH e mostra que o conteddo de grupos COOH é maior para AH “mais velhos”.

Estruturas fluorescentes nativas ou incorporadas as SH, constituem apenas
uma pequena por¢do da macromolécula hdmica, entretanto, sua variedade e a
dependéncia de suas propriedades, de parédmetros moleculares e ambientais
moleculares, permitem a obtencdo de informacbes sobre seu comportamento
fluorescente e sobre a natureza quimica das SH.** O comportamento fluorescente
médio da molécula é o resultado da soma de todos os espectros individuais dos
diferentes fluoréforos da molécula.

A andlise da fluorescéncia de um composto € uma técnica muito sensivel
devido a capacidade de se detectar o sinal proveniente de moléculas quando
excitadas por um comprimento de onda especifico. E também bastante seletiva, uma
vez que os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo dependem do mesmo
composto de interesse, fazendo com que o sinal de fluorescéncia coletado seja
caracteristico de cada molécula em estudo.

O uso da técnica de fluorescéncia nos estudos sobre SH estd apoiado pela
presenga estavel de varias estruturas fluorescentes intrinsecas a molécula humica e

a seus precursores particularmente aromaticos, fenéis e grupos quinona.”’
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Baseado nestes fatos, é possivel propor a fluorescéncia como técnica para
estudar os processos de humificacéo.>

557273 g sentido de

Algumas metodologias tem sido sugeridas na literatura
aplicar esta técnica para avaliacao de humificagdo das SH.

Os espectros de fluorescéncia podem ser de trés modos: varredura sincrona,
excitacdo e emissdo.”*”> O espectro de emissdo é obtido medindo-se a intensidade
relativa da radiacdo emitida como uma funcdo do comprimento de onda mantendo-
se constante o comprimento de onda de excitagdo, enquanto que os espectros de
excitacdo sao obtidos pela medida da intensidade de emissdo, fixando o seu
comprimento de onda de emissao e variando o comprimento de onda de excitacao.
Os espectros de excitagdo com varredura sincronizada sao obtidos medindo a
intensidade de fluorescéncia, quando a molécula é varrida por ambos o0s
comprimentos de onda, mas mantendo uma diferenga de AA=Aem - Aex, €ntre eles.
Quando essa diferenca € usada, esta técnica pode aumentar a intensidade de
alguns picos, aumentando a sensibilidade do método.

Na metodologia proposta por Zsolnay et al. (1999), o indice de humificagdo é
baseado na localizacdo de espectro de fluorescéncia no modo de emissao. Este
indice leva em consideracao a area de 570-641 nm (A;) e a area de 356-432 nm
(A1), quando os espectros sdo obtidos através da excitagdo em 240 nm e pH da
solucdo igual a 2,0. A idéia basica de Zsolnay et al. (1999) foi de que se as
moléculas fluorescentes tornam-se mais condensadas, seus espectros de emissao
(com excitacdo em 240nm) tender&o e exibir um deslocamento sobre comprimentos
de onda mais largos.

Na metodologia proposta por Milori et al. (2002), utiliza-se o comprimento de

onda no azul (465 nm) como fonte de excitacdo. Esta absorcdo é mais ressonante
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com estruturas cuja concentracdo aumenta com o grau de humificagdo de AH. A
partir desses estudos, definiu-se a area total do espectro de fluorescéncia (Asss)
sendo proporcional ao grau de humificagdo. Este estudo foi realizado com amostras
de AH extraido de diferentes solos brasileiros, sob condi¢cdes climaticas distintas e
com diferengas texturais e mineralogicas.

A metodologia proposta por Kalbitz et al. (2000), fez-se um espectro de
varredura sincronizada. De acordo com esta metodologia, os espectros de
fluorescéncia sincronizados das SH apresentam dois picos ao redor de 360 ou
400nm e um ombro em torno de 470nm. Esses perfis mudam dependendo do grau
de humificacdo, isto é, pode ser medido através da razdo entre os picos da
fluorescéncia. Entdo, a razdo da intensidade de fluorescéncia em 400 e 360nm, ou
470 e 360nm, pode ser usada para medir o grau de humificacao de SH.

Os espectros de emissao fluorescente das SH consiste em uma banda larga
de total intensidade e um méaximo de intensidade no A variando de acordo com a
origem da amostra. A emisséao fluorescente e intensidades de excitagdo diminui com
0 aumento do peso molecular.

O modo sincronizado foi escolhido para obter a melhor informacao espectral.
O espectro de excitacao da varredura sincrona é obtido pela medida da intensidade
fluorescente simultaneamente sobre ambos os comprimentos de onda excitacdo e
emisséo observado entre eles.

Os espectros de fluorescéncia das SH sao constituidos pela soma dos
espectros dos diferentes tipos de fluordforos presentes nelas, conseqiéncia da
complexidade molecular e heterogeneidade das mesmas.

A espectroscopia de fluorescéncia de luz UV-Vis é uma técnica muito

promissora, sensivel, devido a capacidade de se detectar o sinal proveniente de
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moléculas quando excitadas por um A especifico e também muito seletiva, uma vez
que 0 Aexc € Aem dependem do mesmo composto de interesse, fazendo com que o
sinal de fluorescéncia coletado seja caracteristico de cada molécula em estudo e
bastante Gtil para estudar amostras ambientais, aquelas que contém SH.

Geralmente os espectros de fluorescéncia permitem diferenciar os AH pela
sua natureza e origem.”' Uma intensidade de fluorescéncia baixa e comprimentos de
onda longos, caracteristica tipica de AH naturais com independéncia de origem,
pode ser associada a compostos de alto peso molecular que possuem um sistema
grande de elétrons © conjugados e anéis aromaticos condensados, substituidos por

grupos que atraem os elétrons tais como carbonila e carboxila.”"®"”

3.3.2.6 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA INDUZIDA POR LASER

As técnicas citadas anteriormente exigem a extragcéao e fracionamento quimico
das SH do solo, resultando na geracao de residuos quimicos e tornando as analises
de solos um processo lento e trabalhoso. Além disso, os produtos deste tratamento
(acido humico, acido fulvico e humina) podem sofrer modificacées em relacédo a sua
forma in situ.”® Em contrapartida, a Espectroscopia de Fluorescéncia Induzida por
Laser (FIL) aplicada a solos é uma metodologia que tem se mostrado eficiente na
analise da MO de solos, fornecendo resultados precisos de uma maneira agil, limpa
e em condi¢oes préoximas das naturais em vista do fato que as amostras de solo nao
precisam ser submetidas a tratamento prévio.”®%8!

Baseados neste fato, é possivel propor a FIL como parametro para estudar os

processos de humificagao.
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A FIL baseia-se na andlise de pastilhas de solo (Figura 3.11), amostras de

solos prensadas em molde de aco (1 cm de didmetro e 2 mm de espessura).

Figura 3.11: A) pastilhas de solo utilizadas para a obtencao dos espectros de FIL. B)
laser incidindo sobre a pastilha de solo.

A metodologia de FIL tem como proposta de calculo para obtencao do indice
de humificacado a razao entre o valor da area (ACF) sobre espectro de emissao de
fluorescéncia (com excitacdo em 458 nm) e o valor do carbono organico total (COT)

presente na amostra de solo,?*?’

ou seja,

Hr= (ACF) / (COT) (3.2)
feito para normalizar a relacao entre a intensidade de emissao e a concentracédo de
fluoréforos presentes na MO da amostra. A adogdo da &rea sobre a curva de
fluorescéncia (ACF) como parametro para estimativa da humificacao se baseia na
metodologia para analise de fluorescéncia de AH em solugéo proposta por Milori et
al. (2002), ou seja, o indice de humificacdo A4es.

O sistema para medir a FIL (Figura 3.12) é constituido de um laser de argdnio
(1), de um prisma para separacao da emissao laser da fluorescéncia do gas (2), de

espelhos para conducgao da excitacdo até a amostra de solo (3, 4 e 5), de uma lente

para coletar a fluorescéncia (6), de um modulador éptico (optical chopper) (7), de um



47

filtro para suprimir a excitacdo no sistema de deteccdo (8), de um monocromador
(CVI, L=25 cm) (9), de uma fotomultiplicadora (10), de um amplificador lock-in (11), e
de um microcomputador dotado de uma placa de aquisicdo e software de controle e
aquisicao de dados (12). O laser de argbnio foi sintonizado na linha de 458 nm com
poténcia de 300 mW. A resolucao espectral do sistema foi avaliada em 4 nm. Neste
sistema, a emissdao de fluorescéncia espalhada é medida e fornece informacdes

sobre as estruturas organicas presentes na superficie da amostra.

7 6 amostra

losciloscépio

12

Figura 3.12: Esquema do sistema para medida de FIL de amostras de solo.
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CAPITULO 4 - MATERIAIS E METODOS

Este trabalho baseou-se na caracterizacdo quimica e espectroscépica das
seguintes amostras:
» Lodo de esgoto;
» Solo de mata nativa (MT);
» Solo sem adicao de lodo de esgoto, com adubacédo mineral (testemunha, T0);
» Solos com adicéo de lodo de esgoto (tratamentos T1, T2, T3 e T4);

» E respectivos acidos humicos (do lodo de esgoto, MT, TO, T1, T2, T3 e T4).

4.1 AREA EXPERIMENTAL

O experimento foi instalado e conduzido em outubro de 2000 na Fazenda
Retiro, localizada no municipio de Monte Azul Paulista - SP, em condicbes de
campo, cultivado com Laranjeira Natal (Citrus sinensis (L.) Osbeck). A area
experimental apresenta as seguintes coordenadas geograficas: altitude 575 m,
longitude 48° 18" 58” WGr e latitude 21° 15" 22” S, na regiao tropical. O clima da
regido, segundo a classificagdo de KOEPPEN & mesotérmico, com inverno seco
(Cwa) e com chuvas no verao, apresentando precipitacao média anual de 1600 mm
e temperatura média anual em torno de 24°C.

Na montagem do experimento foram utilizados 5 tratamentos constituidos por
uma testemunha (fertilizacdo mineral com base na analise do solo) e 4 doses de
lodo de esgoto, T1-1,0Mgha™; T2-2,0 Mg ha'; T3-3,0 Mgha'e T4 - 4,0 Mg ha™,
perfazendo uma dose acumulada do residuo de T1 - 3,0 Mg ha™; T2 - 6,0 Mg ha™;
T3 - 9,0 Mg ha''e T4 - 12,0 Mg ha'. As doses de lodo de esgoto se referem ao

residuo em base seca a 110°C. Utilizaram-se essas doses devido ao fato do lodo de
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esgoto ter sido aplicado de forma concentrada em sulcos rasos aberto ao lado das
plantas e na linha de projecdo da copa da laranjeira e a necessidade de
incorporacao do residuo pela presenca de ovos de helmintos. O lodo de esgoto foi
aplicado trés vezes, em trés anos consecutivos. A dose anual de lodo de esgoto foi
dividida em duas aplicagdes iguais, a primeira realizada no més de outubro e a
segunda, 60 dias apés.

O lodo de esgoto foi aplicado com sua umidade natural em dois sulcos, um
para cada uma das aplicagdes. Os sulcos foram abertos com um cultivador ao lado
da linha de plantio, na linha de projecdo da copa das plantas, sendo um deles
localizado na parte superior do terreno em relacao a declividade, e o outro, na parte
inferior, a uma profundidade de 10 cm. A primeira aplicagcdo do lodo de esgoto foi
feita no sulco localizado na parte superior do terreno.

A aplicagédo do residuo no sulco foi feita manualmente, utilizando-se baldes

com capacidade para 20kg.

4.2 CARACTERISTICAS DO SOLO E DO LODO DE ESGOTO

O solo utilizado no experimento € classificado como Argissolo Vermelho
Amarelo distréfico, de textura média, ao qual foi incorporado lodo de esgoto.

Antes da instalacdo do experimento, foi realizada amostragem de solo para
avaliacao do nivel atual de fertilidade do solo em maio de 2000, tendo sido coletadas
20 amostras simples para se obter a amostra composta representativa da area. As
amostras foram coletadas na linha de projecdo da copa das plantas com trado tipo
rosca na profundidade de 0 - 20 cm. Os resultados obtidos na anélise de fertilidade
revelaram: P = 12 (mg dm™®), MO = 18 (g dm™®), pH em CaCl, = 5,5, K = 4,3, Ca = 24,

Mg = 12, H+Al = 18, SB = 40,3 e T = 58,3 (mmol, dm®) e V% = 69.
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O lodo de esgoto utilizado no experimento foi obtido na ETE da SABESP, em
Franca, a qual trata apenas esgoto doméstico. Considerando que o experimento em
campo iniciou-se ha mais de 5 anos, nao foi possivel efetuar a andlise nas amostras
de lodo de esgoto usado em cada uma das aplicagdes, de tal forma que as
avaliacdes na fracdo AH do lodo de esgoto foram feitas com material proveniente da
mesma ETE. Portanto, os resultados obtidos s&o somente indicativos das

caracteristicas do material que foi incorporado ao solo.

4.3 AMOSTRAGEM

A amostragem foi realizada em dezembro de 2004 (quarto ano do
experimento). Considerando que o preparo do solo foi realizado com um trado
rotativo na camada superficial (plantio convencional) e uma enxada rotativa para
incorporacao do lodo de esgoto ao solo. A amostragem do solo foi realizada na linha
de projecao da copa sobre o sulco de aplicacdo do lodo de esgoto, nas camadas 0-
10, 10-20 e 20-30cm, onde esta concentrada a quase totalidade da MOS. As
amostras foram coletadas em duplicata.

O solo da mata nativa préxima ao pomar e o lodo de esgoto também foram

amostrados. Foram coletadas amostras sem e com aplicagdo de lodo de esgoto.

4.4 PREPARO DAS AMOSTRAS DE SOLO E LODO PARA A
EXTRACAO

Para que o material se tornasse o mais homogéneo possivel, e de textura
fina, foi seco ao ar e a sombra e peneirado, entdao submetido a moagem em macro

moinho tipo Willey com peneira de 40 mesh.
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Na preparacdo das amostras para extracdo, o solo foi acondicionado em
bandejas de plastico, seco a sombra, em seguida foi realizada uma limpeza manual
para retirada das raizes e restos de plantas, e passado em peneira de 0,5mm para

homogeneizacao do material e remogao de particulas maiores.

4.5 EXTRACAO E FRACIONAMENTO DOS ACIDOS HUMICOS

Os experimentos iniciaram-se com o fracionamento quimico da MOS para
obtencao das SH (acido humico, acido fulvico e humina).

As SH sado usualmente fracionadas com base em caracteristicas de
solubilidade, sendo o AH a fracdo solluvel em alcalis e insoluvel em meio acido. O
percentual de material hiumico extraido varia consideravelmente de um tipo de matriz
para outro, e, em geral, € maior quando se aumenta o pH do extrator e a
temperatura de extracdo.® As varias fragdes obtidas sdo compostas de uma mistura
heterogénea de moléculas polidispersas, com massa molar variando de centenas
até milhares.

De acordo com Stevenson (1994), o método de extracao ideal seria aquele que
permitisse o isolamento do AH inalterados, livres de contaminantes e representativos
de toda a amplitude de massas moleculares, e que fosse aplicavel a qualquer tipo de
matriz. Entretanto, tal método ainda nao fora desenvolvido e, provavelmente, nunca
o sera, dada a complexidade da matriz.

Dentre os vérios solventes empregados nos processos de extracdao do AH em
matrizes soélidas, a solugdo de NaOH é a mais utilizada e é a sugerida pela
International Humic Substance Society (IHSS). Sua principal vantagem é extrair uma
maior quantidade de material do que qualquer outro extrator disponivel. No entanto,

esse extrator tem recebido diversas criticas,® como o fato de dissolver a silica e
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tecidos organicos frescos que contaminariam o extrato, e promover alteracdes
quimicas, como auto-oxidacdo de alguns componentes organicos e condensacao
entre aminoacidos e carbonilas de aldeidos aromaticos, decorrentes da absorcao de
oxigénio da atmosfera.

Comparando a capacidade de extracdo de SH por varios solventes, alguns
autores verificaram que a maior capacidade de extragdao simultanea do AH e acido
fulvico é por NaOH diluido. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por
Schnitzer e Preston (1986).

A solucao mais diluida promove uma extracdo mais branda, com menores
possibilidades de alteragdes da estrutura original. O objetivo da extracdo € a
obtencao do composto isolado.

Todas as amostras de solos, foram submetidas a um processo de extracéo e
fracionamento quimico das SH por diferenca de solubilidade, seguindo a
metodologia recomendada pela IHSS, o qual utiliza solugcdo de NaOH diluido para
dissolver AH e HCI para sua precipitagéo.

Durante o fracionamento quimico a fracdo acido fulvico foi descartada, devido
a pequena quantidade que seria obtida ao final do processo. Essa pequena
quantidade de &acido fulvico purificado ndo seria suficiente para a preparacao de
amostras a serem utilizadas nas técnicas propostas no plano de trabalho. Apenas o
AH obtido foi analisado.

Para a extragdo das SH,®? foram utilizadas aproximadamente 100g de terra
fina seca ao ar (TFSA) para cada amostra, passada em peneira de 0,5 mm.

Inicialmente, o pH de cada amostra foi ajustado para 1-2 com a adicdo de HCI
1imol.L™. O volume da solugdo foi ajustado com HCI 0,imol.L™ até atingir uma

concentracao final com uma relagdo de 10mL de liquido/1g de TFSA. A solucao foi
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agitada manualmente durante 1 hora e, apds deixar a solu¢gdo em repouso, separou-
se 0 sobrenadante por sifonacao.

O sobrenadante separado (AF Extrato 1), que seria utilizado para a extracao
de acido falvico, foi descartado apds neutralizagao.

Ao solo residual foi adicionado NaOH 0,1mol.L™", resultando no final uma relagéo
solo-solucdo 10:1. A solucao sofreu agitagao intermitente durante 4 horas. A seguir,
a suspensao ficou em repouso por 16 horas e o sobrenadante foi isolado através de
uma centrifugacao (10.000 rpm — 20 min) e reservado para posterior acidificacao. O
material insoluvel, denominado humina, também foi descartado.

O sobrenadante isolado foi acidificado com HCI 6mol.L™", com agitacdo
simultanea até atingir pH 1,0 e mantido novamente em repouso por 16 horas. Na
seqliéncia, a solucao foi centrifugada (10.000 rpm — 20 min) para separar o AH
(precipitado) e as fragdes de acido fulvico (sobrenadante — AF Extrato 2). O
sobrenadante foi neutralizado e descartado.

A fracdo de AH foi redissolvida através da adicdo de um pequeno volume
conhecido de KOH 0,1mol.L™". A seguir, adicionou-se KCI na forma sélida, atingindo
uma concentragdo de 0,3mol.L™" [K*]. Apds, centrifugou-se a solucdo sob alta
velocidade (13.000 rpm — 20 min) para que os soélidos suspensos fossem removidos.

O AH foi entdo repreciptado, adicionando-se HCI 6mol.L" com agitacdo
simultanea até que fosse atingido pH 1,0 — 1,5, e apds, a suspensao foi mantida em
repouso por 16 horas. Centrifugou-se a solucdo (10.000 rpm — 20 min) e o
sobrenadante foi entdo descartado.

O precipitado (AH) foi dissolvido e suspenso em solugdo HCI 0,imol.L™" + HF
0,3mol.L”" num recipiente plastico e agitado durante 16 horas a temperatura

ambiente.
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A seguir, a solucao foi centrifugada (10.000 rpm — 20 min) e o precipitado foi
transferido para uma membrana de dialise (Spectra/Por 6000 — 8000 D), preparada
segundo a metodologia de Mc Phie (1971), utilizando agua deionizada. Procedeu-se
a dialise contra agua deionizada até que a agua da didlise apresentasse teste
negativo de CI" com nitrato de prata (AgNO3). Para isso, tal procedimento foi mantido
durante aproximadamente 5 dias, fazendo-se a troca da agua deionizada duas
vezes por dia.

Todas as amostras de AH foram extraidas nas mesmas condicées de acordo
com a metodologia.

A extracdo de AH das amostras de lodo de esgoto seguiu a mesma

metodologia adotada para as amostras de solo.

4.6 PURIFICACAO DOS ACIDOS HUMICOS

O AH extraido de acordo com o procedimento utilizado contém ions metalicos
que podem interferir em sua caracterizacdo. Alguns AH, dependendo de suas
origens, podem apresentar um teor de cinzas de até 30%. Consideravel redugao
nesta quantidade pode ser obtida por dialise, utilizando-se membranas especificas.

A purificacdo do AH é feita geralmente com solucdo mista de HCI e HF, que
promove a quebra das ligagdes Si-O entre a argila e a MO, solubilizando dessa
forma os argilo-minerais. Sanchez-Monedero et al. (2002)% verificaram que o
tratamento com HCI-HF reduz significativamente o teor de cinzas dos AH sem
grande alteracdo na sua composi¢cao quimica e na sua estrutura.

As amostras foram purificadas por dialise usando membranas Spectra/Por 6 -

8000D, durante 5 dias, em agua deionizada.
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Antes de serem utilizadas na purificacdo do AH, as membranas foram
devidamente tratadas para remocao de glicerina, tracos de compostos sulfurosos e
metais, seguindo o procedimento estabelecido®:
1. Removeu-se a quantidade de tubos de diadlise necessaria para o
experimento e deixou-se ferver por 1 hora em 2-5 litros de etanol 50%;

2. Repetiu-se a preparacao sequiencialmente por periodos de 1 hora em outro
volume igual de etanol 50%, em 2 trocas de bicarbonato de sédio 10mmol™”,
EDTA 1mmol” e em 2 trocas de agua deionizada & temperatura ambiente;

3. Estocou-se a 4°C em agua deionizada.

4. Antes do uso, os tubos foram rigorosamente enxagliados com agua

deionizada.

Apoés a purificagdo, as amostras de AH foram liofilizadas em liofilizador Savant
Speed Vac e estocadas em dessecador.

O processo de purificacdo adotado foi aplicado tanto para o AH extraido do
solo sem tratamento como para aqueles submetidos a aplicacédo de lodo de esgoto e

também para o lodo de esgoto.

4.7 TESTE DE PUREZA: DETERMINACAO DO TEOR DE CINZAS

Terminada a didlise, o AH foi liofilizado e procedeu-se entdo a analise do teor
de cinzas. Tal procedimento consistiu na queima de 20mg de AH em mufla (800°C —
2 horas) do acido humico liofilizado, sendo o teor de cinzas calculado por diferenca
entre massa final e inicial de cada amostra.

O AH extraido dos solos, freqientemente contém uma consideravel
quantidade de impurezas inorganicas. Uma reducdo satisfatéria do teor de cinzas

pode ser obtida por repetidas etapas de dissolucédo -precipitacdo -centrifugacéo e
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utilizacao da dialise. Para a retirada da argila é necessario fazer-se centrifugacédo em
alta velocidade, apos redissolver o AH em solugao levemente alcalina. Medidas do

teor de cinzas das amostras foram feitas anteriormente as analises elementares.

Os AH foram analisados com relagdo a composicao elementar, absorcao de
radiacdo no UV-Vis, FTIR, *C RMN, EPR e fluorescéncia, e as amostras de solo
foram caracterizadas por TOC e FIL.

A utilizacdo em conjunto dos métodos quimicos e espectroscépicos fornecem
significativos avancos na identificacdo e caracterizacdo dos diferentes compostos

humicos, e na avaliacdo das alteracdes estruturais das SH e da MOS.%

4.8 ANALISE ELEMENTAR

Foram realizadas as analises quimicas de C, N, H e S das diferentes
amostras de AH obtidas usando equipamento CE - Instruments EA1110,
pertencente ao CAQUI (Centro de Anélises Quimicas) do Instituto de Quimica de
Séo Carlos - SP. O oxigénio foi obtido por diferenga [%O={(C+N+H+S)—100}%] (4.1).
Para cada amostra foram feitas medidas em duplicata.

O célculo da razdo C/N foi efetuado a partir dos percentuais de C e N. Esta

razao fornece informacdes sobre o processo de humificacao das SH.

4.9 DETERMINACAO DO CARBONO ORGANICO TOTAL

A determinagcdo da porcentagem de carbono total (COT) também foi
realizada. O equipamento utilizado foi o equipamento Total Organic Carbon

Analyzer, modelo TOC-V, marca Shimadzu, acoplado ao Solid Sample Module,
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SSM-500A, marca Shimadzu, pertencente ao laboratério de Quimica Ambiental do
Instituto de Quimica de Séo Carlos (USP).

Esta técnica foi utilizada para determinacdo de carbono organico total das
amostras de solo. Por ser o solo um material bastante heterogéneo e devido a
grande quantidade de material utilizado, quando comparado a outras técnicas

apresenta resultados mais confiaveis.®

4.10 ANALISES ESPECTROSCOPICAS

4.10.1 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA

As medidas de EPR foram realizadas segundo metodologia de Martin-Neto et
al. (1991). A poténcia de microondas utilizada foi de 0,2 mW, amplitude de
modulagéo de 1Gy, (Gaus pico a pico), freqiéncia de modulagéo de 100 KHz, 16
varreduras e temperatura ambiente. Foram utilizados aproximadamente 20mg de AH
para efetuar-se o experimento, as quais foram inseridas em tubos de quartzo com
diametro interno de 3,5mm. Apesar de haver uma pequena diferenca entre as
massas, o0 volume das amostras dentro dos tubos de quartzo foram bem
semelhantes para minimizar possiveis variacdes no fator de preenchimento da
cavidade. A semelhanca entre os volumes das amostras (e das referéncias) e sua
geometria sdo um dos principais fatores que envolvem o calculo da concentracao de
radicais livres, bem como temperatura da amostra e amplitude de modulacdo. As
medidas do nivel de radicais livres do tipo semiquinona nas SH, foram realizadas

utilizando-se o método do padrao secundario.®’



58

Foi utilizado um espectrometro EPR de onda continua da Bruker, modelo EMX
de cavidade retangular, banda X (= 9,0 GHz), pertencente a Embrapa
Instrumentacao Agropecuaria.

A concentracdo de radicais livres do tipo semiquinona (spin g') foi obtida
através da integral dupla do espectro de RPE e utilizando a aproximagdo | x AH?,
onde | corresponde a intensidade do sinal e AH a largura de linha tomadas pico a
pico.®® Posteriormente, comparou-se a um padrdo “Strong Pitch” com concentracdo
de spins conhecida (3 x 10 '® spins cm ") fornecido pela Bruker, utilizando rubi
sintético como padrdo secundario.®®®® A quantidade de radicais livres do tipo
semiquinona foi normalizada pela massa de cada amostra.

Uma das principais informacdes a respeito das SH é a medida do grau de
humificacdo. Um parametro que reflete essa propriedade intrinseca das SH é o nivel
de radicais livres do tipo semiquinona. A técnica de RPE permite detectar e
quantificar os radicais livres do tipo semiquinona, e consequentemente o grau de
humificacdo das SH.® Assim usando metodologia bem conhecida, esse parametro
foi acompanhado em todas as amostras de interesse.

Oferece informagdes sobre a natureza e concentracdo dos radicais livres
presentes nas SH e as mudancas produzidas em funcado dos fatores ambientais.

Permite ainda identificar, sem a destruicdo das amostras, atomos ou grupos.

4.10.2 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros de '*C RMN em estado sélido foram obtidos utilizando a
seqliéncia de *C RMN, CP com VA e MAS, empregando uma sonda para amostras
sélidas com marca Doty. A freqiiéncia de ressonancia foi 100,58MHz (*°C), a banda

espectral utilizada para a CP foi de 50 KHz, tempo de contato de 1 ms, tempo de
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repeticdo de 500 ms, tempo de aquisicdo de 0,0128 ms. A varredura foi de 0-230
ppm. As amostras de AH foram medidas em rotores de zirconia de 5 mm, com MAS
de 6,4 KHz. A rampa no canal de 'H doi de 110-60% (em KHz) da condicdo de
Hartman-Hahn.*® Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm em relagcdo
ao tetrametilsilano e referenciados em relagdo ao hexametilbenzeno.

Para a realizagdo dos experimentos foi utilizado em torno de 300 mg de AH.
Foram feitas medidas de '*C RMN com amostras sélidas utilizando-se as técnicas
de rotacdo segundo o angulo magico, amplitude variavel e polarizacdo cruzada
monitorando os nucleos do isétopo '3C.

A partir das areas dos espectros foram calculadas as intensidades relativas dos
grupos: alifaticos nao substituidos (0-45 ppm), metoxil e N-alifaticos (45-60 ppm), O-
alifaticos (60-110 ppm), aromaticos (110-140 ppm), fendlicos (140-160 ppm),
carboxilicos (160-185 ppm) e carbonilicos (185-230 ppm).2*"

As porcentagens de alifaticidade e aromaticidade foram calculadas a partir das

areas dos espectros, segundo Stevenson (1994):

Alifaticidade (%) = area dos sinais de C alifaticos 0-110 ppm x 100% (4.3)
area dos sinais de C 0-160 ppm

Aromaticidade (%) = area dos sinais de C aromaticos 110-160 ppm x 100% (4.4)
area dos sinais de C 0-160 ppm

As informacdes obtidas com as medidas de 'C RMN foram do grau de
aromaticidade e alifaticidade das amostras, caracterizacdo estrutural com
identificacdo de compostos como ligninas, taninos, carboidratos, grupos metoxilicos
e carboxilicos entre outros. Foi utilizado um espectrémetro Varian 400 MHz Unity da

Embrapa Instrumentacao Agropecuéria.
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4.10.3 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO DE RADIACAO NO UV-VIS

Foi feita a varredura do espectro na regidao de 200 a 800 nm, com velocidade de
varredura de 300nm/min e as leituras de absorbancia nos comprimentos de onda de
465 e 665nm. Para obtencdo dos espectros de absorcdo de radiagdo no UV-Vis
foram preparadas solug¢des de 2 mg de amostra de AH em 10 mL de solucéo 0,05
mol L' de NaHCO; e ajustando o pH em torno de 82 e por diluicio foram
preparadas solugdes de 10 mg Kg™'. Foi utilizado um equipamento Shimadzu UV-

1601-PC, pertencente a Embrapa Instrumentagédo Agropecuaria.

4.10.4 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER

As medidas foram feitas segundo metodologia bem estabelecida na literatura,®
utilizando pastilhas de 1,0+0,1mg de AH em 100,0+t1mg de KBr seco. Os espectros
foram obtidos utilizando 32 varreduras e resolucdo de 4 cm’”, na escala de
comprimento de onda de 4000 a 400 cm™'. No momento da leitura dos espectros
procedeu-se a correcdo automatica da linha de base em 4000, 2000 e 200cm™,
igualando-se a zero. Utilizou-se o espectrdmetro de FTIR Perkin-Elmer modelo
Spectrum 1000, pertencente a Embrapa Instrumentacdo Agropecudria de Sao

Carlos.

4.10.5 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE LUZ UV-Vis

Cada amostra de AH foi dissolvida em uma solugcdo de bicarbonato de sédio
(NaHCOs) 0,05 mol L™ com concentragdo de 20 mg L. Essa concentracdo foi

utilizada para minimizar o efeito de reabsorcao de fluorescéncia e reduzir interagdes
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entre moléculas. O pH final das solucdes ficou em torno de 8. Apds a preparacao
das solucoes, os espectros de emissado de fluorescéncia e varredura sincronizada
foram medidos utilizando-se espectrémetro de luminescéncia Perkin EImer LS-50B.
A abertura das fendas de entrada e saida foi 9 nm e a velocidade de aquisi¢ao foi de
500 nm/min.

Os espectros de fluorescéncia foram adquiridos nos modos de emissao e
varredura sincronizada, segundo as metodologias porpostas por Zsolnay et al.
(1999), Milori et al. (2002) e Kalbitz et al. (2000).

Na metodologia proposta por Zsolnay et al. (1999), mediu-se o espectro de
emissdo com excitacdo em 240nm e com intervalo de varredura entre 300 e 700nm
e filiro de 290 nm. A area sobre o maior quarto de emissao entre 570-641nm (A,),
dividido pela area do menor quarto entre 356-432nm (A:), denominado A4/A, foi
utilizada como indice de humificacao.

Na metodologia proposta por Milori et al. (2002), foram obtidos os espectros
de emissdao com excitacdo em 465 nm, intervalo de varredura entre 480-700 nm e
com filtro aberto. A determinagéo do indice de humificacao foi baseada na absorcéo
em 465 nm (A4gs5). O indice de humificagédo foi calculado da seguinte forma: A4/A,
sendo A4 a integral da regido compreendida entre 553 e 620nm nos espectros de
emissao dos AH com comprimento de onda de excitagao Ae=240nm, e A; a integral
da regiao compreendida entre 350 e 418nm.

A partir da metodologia de Kalbitz et al. (2000), foram obtidos espectros de
varredura sincronizada entre 300-520 nm simultaneamente com excitacdo e emissao
com filtro aberto e diferenga de comprimento de onda AA = 55 nm. A determinacéao
do indice de humificagdo foi realizada a partir da razdo entre as intensidades de

fluorescéncia em 400 e 360 nm, ou 470 e 360 nm.
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4.10.6 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA INDUZIDA POR LASER

O grau de humificacado da MOS pode ser medido através da espectroscopia
de Fluorescéncia Induzida por Laser (FIL).2

Para FIL, as amostras de solo foram secas ao ar, moidas e peneiradas em
malha de 0,5 mm. Antes de serem submetidas a espectroscopia de FIL, as amostras
foram prensadas (em uma forma de ago) em pastilhas com 1 cm de didmetro, 2 mm
de espessura e 0,5 g de massa (Figura 3.11A), a fim de facilitar a colocacao das
mesmas no sistema utilizado para analise. A utilizacdo de pastilhas de solo é devido
a sua facil manipulacao em laboratério e a superficie plana das suas faces, ideal
para a analise da fluorescéncia emitida.

Como cada pastilha de solo intacto possui duas faces ideais para as medidas
de FIL, para cada pastilha, foram obtidos dois espectros de FIL. Havendo duas
pastilhas por amostra, foi obtido um total de quatro espectros para cada amostra.

A montagem experimental do sistema de FIL esta mostrada na Figura 3.12. A
excitacao da fluorescéncia foi feita com um laser de argbnio (Coherent — modelo
Innova 90C - 458 nm — 300mW), sintonizado na linha de 458 nm com uma poténcia
de 300 mW.

Conforme ilustra a Figura 3.12, na saida do laser foi colocado um prisma para
remover a fluorescéncia do gas de fundo. A fluorescéncia das amostras € coletada
por uma lente convergente e focalizada sobre a fenda do monocromador da marca
CVI (1200 g mm™' e “blaze” em 500 nm). A deteccdo é feita através de uma
fotomultiplicadora Hamamatsu com pico de resposta espectral em 530 nm. O sinal
da fotomultiplicadora foi amplificado e retificado por um amplificador Lock-in e em
seguida enviado para o sistema de aquisicdo de dados, controlado por um micro

computador. A resolucao espectral deste sistema para fluorescéncia de solos é em
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torno de 4 nm. Um software foi desenvolvido para a aquisicdo de dados e controle
do sistema. Neste sistema a emissdo de fluorescéncia espalhada é medida

providenciando informagdes sobre estruturas presentes na superficie da amostra.
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CAPITULO 5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE ELEMENTAR E TEOR DE CINZAS

Os valores obtidos para composicao elementar dos AH e os teores de cinzas
estdo apresentados na tabela 5.1.

Tabela 5.1: Carbono (C), nitrogénio (N), hidrogénio (H) e oxigénio (O), cinzas em
amostras de AH extraidos do solo e do lodo de esgoto

Profundidades (cm) C (%) N (%) H (%) O (%) Cinzas (%)
Lodo de esgoto
- 51,4+04 76+02 6+2 289+26 4,1

Solo de Mata
0-10cm 43,3+04 39+0,1 50+0,8 43,2+1,3 3,6
10-20cm 436+0,2 4,1+0,3 53+0,6 428+11 3,0
20 -30cm 427+05 44+0,1 49+0,2 43,4+0,8 4,5
Testemunha (sem adicao de lodo de esgoto)

0—-10cm 494+05 48+04 49+0,2 348+11 3,8
10-20cm 51,3+0,1 54+0,4 50+0,1 33,6+0,6 3,3
20 -30cm 489+0,1 49+0,1 3,8+0,1 354+0,3 4.8

Tratamento com 3 Mg ha™ de lodo de esgoto!”
0—-10cm 499+0,1 50+0,2 4,7+0,3 33,1+0,6 5,0
10-20cm 50,1+0,3 52+0,2 5,7+0,4 33,3+1,0 4,5
20 -30cm 49,7+06 52+0,3 55+0,2 354+11 4,2

Tratamento com 6 Mg ha™ de lodo de esgoto!”
0—-10cm 47,7+01 46+0,1 49+0,1 39,0+0,3 3,8
10-20cm 476+01 45+0,1 50+0,1 38,9+0,3 4,0
20 -30cm 459+01 4,7+£0,1 52+0,1 39,4+0,3 4.8

Tratamento com 9 Mg ha™ de lodo de esgoto!”
0-10cm 490+0,1 49+0,1 55+0,1 37,8+0,3 3,3
10-20cm 486+0,1 49+0,1 52+0,1 37,8+0,3 3,4

20-30cm 48,9+0,1 49+0,1 52+0,1 37,6+0,3 3,4
Tratamento com 12 Mg ha™ de lodo de esgoto!"
0-10cm 493+0,1 46+0,1 57+0,1 36,0+0,3 4,3
10 -20 cm 483,8+0,1 46+0,1 54+0,1 37,1+£0,3 4,2
20-30cm 48,7+0,1 41+0,1 53+0,1 37,8%+0,3 4,3
()'Doses acumuladas de lodo de esgoto aplicadas nos trés anos de experimentagao.
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As andlises elementares proporcionaram informacoées sobre a distribuicao dos
elementos quimicos principais (C, N, H e O) no AH, cuja concentracdo nao variou
significativamente com os tratamentos e com as profundidades de amostragem
(Tabela 5.1).

Esse método é relevante para andlise de amostras homogéneas como AH,
fornecendo resultados satisfatorios com baixo desvio padrao, quando comparado ao
solo que é um material bastante heterogéneo, o qual apresenta altos desvios nas
médias das réplicas, devido a pouca quantidade de amostra utilizada.

O teor de cinza de todas as amostras ficou abaixo de 5%, conforme a Tabela
5.1. Os baixos teores de cinzas encontrados, se deve ao fato de terem sido tratadas
com HF/HCI,®2 no processo de purificacdo durante o processo de extracao.

Na Tabela 5.2 estdo apresentadas as razées C/N calculadas a partir dos
dados obtidos por analise elementar.

A relacao C/N do AH extraido do lodo de esgoto apresentou valor mais baixo que os
obtidos para o solo, ou seja, o lodo de esgoto apresentou proporcionalmente
concentracao mais elevada de compostos nitrogenados.

Adicionado ao solo, o lodo de esgoto vai ser utilizado pelos organismos do
solo, de tal modo que sua relacdo C/N vai se alterar e no final o que se vai obter é a
relacdo C/N do solo. Na mata, a relacdo C/N do AH diminui com a profundidade, o
que esta ligado ao aporte continuo do material organico na superficie do solo. Tal
fato ndo ocorreu no solo cultivado com citros, o que se deve a movimentacao do solo

nas camadas superficiais no sistema de manejo convencional.
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Tabela 5.2: Relacées C/N das amostras de AH extraidos do solo e do lodo de esgoto

Profundidades C/N
Lodo de esgoto
6,7
Mata
0-10cm 11,1
10-20cm 10,6
20—-30cm 9,7
Testemunha
0-10cm 10,3
10-20cm 9,5
20-30cm 10,0
Tratamento 3 Mg ha™
0—-10cm 10,0
10-20cm 9,6
20—-30cm 9,6
Tratamento 6 Mg ha™' )
0-10cm 10,4
10-20cm 10,6
20—30cm 10,0
Tratamento 9 Mg ha™
0-10cm 10,0
10-20cm 9,9
20-30cm 10,0
Tratamento 12 Mg ha™' "
0-10cm 10,7
10-20cm 10,6
20—-30cm 11,9

() Dose acumulada de lodo de esgoto aplicadas nos trés anos de experimentagao.

5.2 ESPECTROSCOPIA DE RES§ONANCIA PARAMAGNETICA
ELETRONICA

Para as SH, o sinal do radical livre organico dado por RPE é atribuido
possivelmente aos radicais livres do tipo semiquinona, contudo os resultados obtidos
nao estdo em consenso com Senesi, (1990); Marques, (1998); Novotny, (2000);

Gonzalez-Pérez, (2003); Santos, (2006).
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Os valores do ntimero de spin (g C)"' de radicais livres do tipo semiquinona,

que foram obtidos a partir dos espectros, sdo apresentados na Figura 5.1.

6.00E+017
I (P 0-10 cm)
1 (P 10-20cm)
5.00E+017 I (P 20-30 cm)
4.00E+017 -
o
"oy 3-00E+017 ~
£
o
D 5.00E+017 -
1.00E+017
0.00E+000 -
Lodo de esgoto MT TO T1 T2 T3 T4
Tratamentos

Figura 5.1: Dados da concentracéo de radicais livres do tipo semiquinona em spin (g
C)" obtidos para os AH extraidos do solo e lodo de esgoto, em diferentes
profundidades e tratamentos.

MT-solo de mata; TO-tratamento testemunha, sem adi¢do de lodo de esgoto; T1, T2,
T3 e T4 — aplicacdo de 3, 6, 9 e 12 Mg ha™ de lodo de esgoto, base seca (dose
acumulada em 3 anos). 1, 2 e 3 referem-se as profundidades, 0-10, 10-20 e 20-30
cm.

O lodo de esgoto apresentou uma concentracao de radicais livres do tipo
semiquinona da ordem de 1,9 x 10" spin (g C)" (Figura 5.1), o que sugere que sua
aplicacao deveria provocar um aumento na concentracado de radicais livres do solo.
Na realidade, até a dose de 6 Mg ha”, o lodo de esgoto causou diminuicdo na
concentracdo de radicais livres do solo, enquanto as doses mais elevadas (9 e 12
Mg ha') provocaram aumento em relagdo & dose 6 Mg ha’' (Figura 5.1).

Comparando-se o0 solo de mata com o solo cultivado com citros (tratamento
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testemunha) verifica-se que a concentracao de radicais livres do tipo semiquinona é
muito menor no solo cultivado em sistema convencional. Desta forma, o uso agricola
do solo causa aumento nos radicais livres do tipo semiquinona. E preciso considerar,
contudo, o sistema de amostragem adotado, que pode nao estar espelindo fielmente
o que realmente ocorreu nos diferentes tratamentos avaliados.

Sendo o lodo de esgoto um material com caracteristica alifatica, verifica-se
que sua alifaticidade causa, a principio, um efeito de diluicdo dos radicais livres do
tipo semiquinona do solo, que teoricamente, deveria tender ao limite do nimero de
radicais livres do tipo semiquinona do lodo de esgoto com uma dose extremamente
elevada do residuo. Este comportamento foi observado para as doses mais baixas
de lodo de esgoto (3 e 6 Mg ha™). Tal comportamento talvez possa ser explicado
pela atividade microbiana, ou seja, a medida que se aumentam as doses de lodo de
esgoto, os microorganismos foram degradando a MO proveniente do lodo de esgoto,
chegando ao momento que a qualidade do carbono que sobrava ndo era mais
suficiente para degradacéo, ocasionando um aumento no nivel de radicais livres do
tipo semiquinona.

Varios fatores podem contribuir para explicar os resultados obtidos e devem
ser considerados. Entre eles pode-se citar o tipo de solo estudado, o manejo
empregado, o tipo de cultura, as condi¢cbes climaticas do local e, principalmente, a

origem e forma de decomposicao de lodo de esgoto adicionado ao solo.

5.3 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

E a principal técnica para identificar alteracdes estruturais, que refletem

alterac6es nas propriedades do solo.
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A andlise quantitativa das regidbes do espectro correspondentes aos
grupamentos funcionais e as mudangcas no grau de aromaticidade das SH tem sido
usadas como parametros na avaliagdo dos impactos do manejo sobre as alteracdes
qualitativas da MOS. Com a RMN '*C no estado sélido com polarizagéo cruzada e
rotacdo no angulo magico (CP/MAS), o tempo de obtencdo de espectros
quantitativos diminui bastante.®

Os experimentos de '*C RMN foram realizados a fim de se obter informagées
sobre a composicao de grupos funcionais, dos AH extraidos dos solos e do lodo de
esgoto.

As possiveis atribuicdbes de sinais foram baseadas no conhecimento
acumulado pela ™C RMN em solos e AH nos trabalhos de varios
autores.18’42'93'94'95’96’97'98'99’1OO

Na Tabela 5.3 sdo mostrados os percentuais dos grupos funcionais
associados as bandas correspondentes: grupos alifaticos (0-45ppm), N-alifaticos e
metoxilicos (45-60ppm), O-alifaticos (60-110ppm), aromaticos (110-140ppm), O-
aromaticos (140-160ppm), carboxilicos (160-185ppm) e carbonilicos (185-230ppm).

A partir dos resultados contidos na Tabela 5.3, ndo se observa diferenca
significativas entre o AH extraido do solo que recebeu e que nao recebeu lodo de
esgoto. Apenas o AH extraido do lodo de esgoto apresentaram diferencas em
relacdo ao AH extraidos dos solos.

Na Tabela 5.4 sdo apresentadas as porcentagens de radicais alifaticos e
aromaticos, calculados a partir dos espectros de *C RMN segundo Preston (1996).
O lodo de esgoto apresentou menor porcentagem de aromaticos, 0 que mostra que
o AH extraido do lodo de esgoto € menos humificado, quando comparado ao AH

extraido do solo, incluindo altas porcentagens de grupos alifaticos. Com o aumento
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das doses de lodo de esgoto ndo foram observadas variacdes significativas nos

valores de aromaticidade e alifaticidade.

Tabela 5.3: Porcentagem da area total das bandas nos espectros de '*C RMN com
VACP/MAS de amostras soélidas de AH

Profundidades 0-45 45-60 60-110 110-140 140-160 160-185 185-230

Lodo de esgoto

Lodo de 38 13 21 10 4 11 3
esgoto
Mata

0—-10cm 30 11 28 12 7 8 4

10-20cm 25 10 28 13 7 11 6

20 —-30cm 24 9 28 14 7 11 7

Testemunha

0—-10cm 25 11 26 15 6 11 6

10-20cm 26 12 26 14 6 11 5

20 -30cm 26 12 25 16 5 12 4
Tratamento com 3 Mg ha™

0—-10cm 29 11 24 15 6 11 4

10-20cm 27 11 25 15 5 12 5

20 -30cm 27 11 25 15 5 12 5
Tratamento com 6 Mg ha™

0-10cm 31 10 21 12 5 11 10

10-20cm 28 10 25 15 6 11 5

20 —-30cm 28 10 25 14 6 12 5
Tratamento com 9 Mg ha™

0-10cm 28 12 25 14 6 11 4

10-20cm 26 11 26 15 6 11 5

20 -30cm 27 12 25 15 5 12 4
Tratamento com 12 Mg ha™

0-10cm 25 11 26 15 6 11 6

10-20cm 24 11 26 16 6 12 5

20 -30cm 24 11 26 16 6 12 5

) Tratamentos com 3, 6, 9 e 12 Mg ha™ indicam as doses acumuladas de lodo de
esgoto aplicadas nos trés anos de experimentacao.
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Tabela 5.4: Grupos aromaticos e alifaticos em amostras sélidas de AH obtidas
através dos espectros de *C RMN de lodo de esgoto e de solo tratado com doses
crescentes de lodo de esgoto

Amostra % aromaticos % alifaticos
Lodo de esgoto
14 86
Mata
MT —1 19 81
MT -2 20 80
MT -3 20 80
Testemunha
TO—1 21 79
TO-2 20 80
TO-3 21 79
Tratamento com 3 Mg ha™* !
T1 -1 21 79
T1-2 21 79
T1-3 21 79
Tratamento com 6 Mg ha™* !
T2 -1 17 83
T2-2 20 80
T2 -3 20 80
Tratamento com 9 Mg ha™
T3 -1 20 80
T3-2 21 79
T3-3 21 79
Tratamento com 12 Mg ha™
T4 -1 22 78
T4-2 22 78
T4 -3 22 78

) Tratamentos com 3, 6, 9 e 12 Mg ha™" indicam as doses acumuladas de lodo de
esgoto aplicadas nos trés anos de experimentacao.

As medidas de *C RMN VACP/MAS mostraram que os AH sdo bastante
alifaticos, ou seja, alto conteiudo de grupos O-alquil-C e alquil C em relacao aos
aromaticos (Tabela 5.4).

O grau de aromaticidade € menos acentuado para o AH extraido do lodo de
esgoto (14%), quando comparado ao AH extraido do solo (17-22%), sendo esta sua
caracteristica natural. Isso indica que o AH extraido do lodo de esgoto é menos

humificado que o AH extraido do solo.
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Em todos os casos, os espectros de '°C RMN VACP/MAS obtidos para as
amostras de diferentes tratamentos sdo semelhantes.

O AH é uma substancia com aparente alta massa molecular, de estruturas
complexas, que apresentam bandas largas nos espectros de RMN, como mostrado

nas Figuras 5.2, 5.3,5.4 e 5.5.

Lodo de esgoto

— 7T . Tr - T r T T T r T T T 7
300 250 200 150 100 50 0 -50 -100

A (nm)

Figura 5.2: Espectro de >*C RMN do AH extraido de lodo de esgoto.
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Figura 5.3: Espectros de '°C RMN dos AH extraidos do solo para todos os

tratamentos das amostras da camada superficial (0-10 cm).
MT-solo de mata; TO-tratamento testemunha, sem adi¢do de lodo de esgoto; T1, T2,
T3 e T4 — aplicacdo de 3, 6, 9 e 12 Mg ha™' de lodo de esgoto, base seca (dose

acumulada em 3 anos).

MT2
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T22
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Figura 5.4: Espectros de '*C RMN dos AH extraidos do solo para todos os
tratamentos das amostras da camada 10-20 cm.
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Figura 5.5: Espectros de '*C RMN dos AH extraidos do solo para todos os

tratamentos das amostras da camada 20-30 cm.

MT-solo de mata; TO-tratamento testemunha, sem adicédo de lodo de esgoto; T1, T2,

T3 e T4 — aplicagdo de 3, 6, 9 e 12 Mg ha' de lodo de esgoto, base seca (dose

acumulada em 3 anos).

Medidas de '*C RMN feitas indicaram que o lodo é um material bastante
alifatico enquanto que o solo cultivado com citros em sistema convencional, sem
adicao de lodo de esgoto, possui AH com maior concentracao de grupos aromaticos.

As variacdes nas porcentagens de aromaticos e alifaticos sdo minimas, ou
seja, evidenciado anteriormente pelos resultados de analise elementar (Tabela 5.1),
ja que nao foram observadas variagdes nos espectros dos AH, através do '*C RMN.

Nao foram observadas variacdes significativas nos grupos funcionais do AH
através da espectroscopia de RMN '3C no solo apés aplicacéo de lodo de esgoto. O
lodo de esgoto é incorporado, mas efetivamente, no tempo investigado, ndo causou

alteragao na fragdo humica da MOS. A auséncia de picos definidos nos espectros de

RMN '3C do solo de mata nativa é uma caracteristica da amostra.



75

5.4 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO DE RADIACAO NO UV-VIS

Experimentos de absor¢do de radiacdo na regido UV-Vis foram realizados
afim de se obter informacdes sobre o grau de condensacao dos grupos aromaticos
dos AH extraidos dos solos e do lodo de esgoto, cujos espectros encontram-se

apresentados na Figura 5.6.

0.6 4
—— Lodo de esgoto
— MT1
MT2
— MT3
TO1
——T02
0.4 4 TO3
—T11
—T12
—T13
—T21
—T22
—T23
0.2 1 —T31
T32
—T33
— T4
EG T42
T43
0.0 —— —
T T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800
A (nm)

Figura 5.6: Espectros de absorgdo de radiagdo no UV-Vis das amostras de AH
extraidas do solo e lodo de esgoto.

MT-solo de mata; TO-tratamento testemunha, sem adicdo de lodo de esgoto; T1, T2,
T3 e T4 — aplicagdo de 3, 6, 9 e 12 Mg ha' de lodo de esgoto, base seca (dose
acumulada em 3 anos). 1, 2 e 3 referem-se as profundidades, 0-10, 10-20 e 20-30
cm.

Em funcdo da grande quantidade e variabilidade de grupos cromoforos
existentes no AH, os espectros sdo geralmente formados pela sobreposicdo de

bandas, sem maximos definidos, apresentando absorcdo decrescente com o
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aumento do comprimento de onda, fato ocorrido tanto para os AH do solo, como do
lodo de esgoto.

Com isso, nos espectros obtidos ndo se distingue qualquer banda que possa
ser atribuida a determinado cromoéforo ou grupo principal.

A informacgéao obtida do espectro de UV-Vis é a razado entre as absorbéancias
do AH em 465nm e 665nm. Este valor, conhecido como razéo E4/Eg, tem sido usado
na avaliagdo do grau de condensacao grupos aromaticos e por sua vez ao grau de
humificacdo® e para indicar diferencas nas massas moleculares dos AH.2 E
assumido na literatura que o valor da razao E4/Eg é inversamente proporcional a
massa molecular, assim uma alta razdo E4/Es infere uma massa molecular baixa,
além disso baixo grau de condensacao aromatica, e consequentemente, a presenca
de proporcdes relativamente altas de cadeias laterais.'"

Para todas as amostras analisadas, os espectros foram parecidos e as
absorbancias nos comprimentos de onda maiores de 500nm foram muito baixas e
praticamente iguais em todos os casos (Figura 5.6).

%8.102 3 razdo E4/Egpode ser utilizada como uma forma

Segundo alguns autores
de estimar a aromaticidade, sendo que quanto menor a razédo E4/E¢ maior € o grau
de aromaticidade das SH.

Contudo, tem sido observado resultados contraditérios e limitagcdes neste
procedimento simples, sugerindo o devido cuidado com sua utilizagdo.'® Os valores

determinados através da razao E4/Eg devem ser utilizados e correlacionados com o

devido cuidado com outros parametros espectroscopicos mais precisos.
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Figura 5.7: Valores da razao E4/E¢ para os AH extraidos do solo e do lodo de esgoto.
MT-solo de mata; TO-tratamento testemunha, sem adi¢do de lodo de esgoto; T1, T2,
T3 e T4 — aplicacdo de 3, 6, 9 e 12 Mg ha™ de lodo de esgoto, base seca (dose
acumulada em 3 anos).

Como se pode observar na Figura 5.7, os resultados para a razdo E4/Eg nédo
foram muito significativos, ndo tendo sido observada qualquer tendéncia e nao
houve correlagdo com outras técnicas utilizadas. Sabe-se que o decréscimo da
razdo E4/Es estd diretamente relacionada com o aumento do peso molecular,
condensacdo de C aromaticos e aromaticidade, e inversamente relacionado a

quantidade de grupos alifaticos. Apesar destas correlagcdes serem largamente

usadas na literatura, tém sido motivo de muita controvérsia.
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5.5 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER

As determinacdes FTIR foram realizadas objetivando obter informacdes sobre
a composicao dos grupos funcionais do AH extraido das amostras de solo e de lodo
de esgoto.

A andlise dos resultados baseia-se fundamentalmente na correlacdo, pico a
pico, entre o espectro observado e as bandas de grupos funcionais identificados na
literatura.

A interpretacao dos espectros de FTIR foram realizadas de acordo com varios
autoreSIZ&GSJ04J05J06J07J08

Os espectros na regiao do infravermelho para AH extraidos do solo e do lodo

de esgoto estdo apresentados nas Figuras 5.8, 5.9, 5.10 e 5.11.

—— Lodo de esgoto

v T v T v T v T v T v T v T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

numero de onda (cm’)

Figura 5.8: Espectros de FTIR obtido de AH extraido do lodo de esgoto.
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Figura 5.9: Espectros de FTIR de AH extraidos de amostras de solo tratado com
doses crescentes de lodo de esgoto e cultivado com citros em sistema convencional
e obtidas na profundidade 0-10 cm.

MT-solo de mata; TO-tratamento testemunha, sem adicédo de lodo de esgoto; T1, T2,
T3 e T4 — aplicagdo de 3, 6, 9 e 12 Mg ha' de lodo de esgoto, base seca (dose

acumulada em 3 anos).

T12

T22

T32

4000 ' 3000 ' 2000 ' 1000
nimero de onda (cmi)
Figura 5.10: Espectros de FTIR de AH extraidos de amostras de solo tratado com

doses crescentes de lodo de esgoto e cultivado com citros em sistema convencional
e obtidas na profundidade 10-20 cm.
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Figura 5.11: Espectros de FTIR de AH extraidos de amostras de solo tratado com
doses crescentes de lodo de esgoto e cultivado com citros em sistema convencional
e obtidas na profundidade 20-30 cm.

MT-solo de mata; TO-tratamento testemunha, sem adi¢do de lodo de esgoto; T1, T2,
T3 e T4 — aplicagdo de 3, 6, 9 e 12 Mg ha™' de lodo de esgoto, base seca (dose
acumulada em 3 anos).

Comparando as bandas encontradas nos espectros dos AH extraidos do solo
com o do AH extraido do lodo de esgoto constata-se a mesma tendéncia. Foi
possivel constatar a intensidade da banda na regiao de alta freqtiéncia, entre 3600 e
3070 cm™, atribuida as vibragdes de estiramentos O-H, indicando a abundante
presenca dos grupos OH nos AH obtidos, apresentou-se mais intensa no AH obtido
do lodo de esgoto.

Em todos os espectros nota-se uma banda em torno de 2924 cm™,
caracteristica da absorcao assimétrica dos grupos metileno e metil, indicando a

presenca de cadeias alifaticas nos AH, revelando o baixo grau de humificagdo do AH

extraido do lodo de esgoto.'”’
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Nas amostras de AH também foram observadas uma absorcao adicional em
2854 cm’', também atribuida aos C-H alifaticos, mas é caracteristico dos grupos
CH..

Observou-se também, na regido de 1654cm™ uma banda que pode ser
atribuida ao estiramento C=0O de cetonas e a presenca de ions carboxilatos
(deformacéo axial assimétrica).'”’

Nos espectros é observada uma banda na regido de 2364 cm™, banda que
pode ser atribuida as vibracdes do grupo carboxila (COOH).

Na regido de 1700 cm™, observou-se uma banda referente ao estiramento
COO" assimétrico e/ou estiramento C=C de hidrocarbonetos aromaticos.'” Segundo
Piccolo (1982), a vibragao de estiramento assimétrico COO™ ocorre em 1630-1575
cm™. Porém, quando ligagdes sdo formadas com metais, o nimero de onda se
tranfere para 1650-1620 cm™, fato observado em todos os espectros, apresentando
pico em torno de 1654 cm™.

A banda préxima de 1530 cm™ é atribuida aos estiramentos C=C dos anéis
aromaticos.

A banda em 1408 cm™ refere-se ao estiramento assimétrico C-O e/ou a
deformacao C-O-H dos COOH e estiramento simétrico dos ions COO'.

A banda proxima de 1232 cm™ é atribuida para deformagdo axial C-O dos
COOH'® ¢ estiramento simétrico C-O.

Em todos os espectros foram observados um sinal de absor¢cdo na regido de
1036 cm™', que pode ser atribuido aos C-O de polissacarideos e impurezas dos
silicatos Si-O no AH.

A aborcdo na regido de 500 cm™ é geralmente atribuida & presenca de

impurezas minerais no AH.'%®
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No espectro referente ao AH do lodo, observou-se também, o aparecimento
de bandas em 1530 e 1036 cm' referente a presenca de amida. A banda referente a
amida (1530 cm”) em AH mais alifaticos foi observada por diversos
pesquisadores.*> 10111112 \ikki et al. (1997), Garcia et al. (1992)''® e Gigliotti et al.
(1997), constataram a diminuicdo das bandas em 1530 e 1036 cm™ referentes &
amida Il e deformacao axial CO de polissacarideos e concluiram que com o aumento
da humificacdo, ocorria provavel perda de moléculas de estruturas simples como
carboidratos.

Nos espectros de FTIR, assim como nos espectros de RMN '°C, nao foram
observadas diferencas significativas na composicdo de grupos funcionais dos AH
provocados pela aplicacao das diferentes doses de lodo de esgoto, porém alguns
picos se apresentaram pouco mais intensos quando comparado entre amostras

diferentes.

5.6 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE LUZ UV-Vis

A fluorescéncia tem sido reconhecida como uma técnica relativamente
simples, sensivel e util para o estudo estrutural e funcional do AH.

Os espectros de fluorescéncia das SH sao constituidos pela soma dos
espectros de diferentes tipos de fluoréforos nelas presentes, consequiiéncia da
complexidade molecular e heterogeneidade das mesmas.

Os experimentos de fluorescéncia foram realizados a fim de se obter
informagdes sobre o grau humificacdo das SH. Basearam-se nas metodologias
propostas por Zolnay et al. (1999), Milori et al. (2002) e Kalbitz et al. (2000).

Os espectros de AH obtidos através da fluorescéncia em solugdo estédo

apresentados nas Figuras 5.12, 5.13, 5.14 ¢ 5.15.
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Figura 5.12: Espectro de emissao de fluorescéncia de AH extraidos do solo, com
comprimento de onda de excitagdo Ae=240nm, e com intervalo de varredura de 300

a 700nm.”?

MT-solo de mata; TO-tratamento testemunha, sem adi¢do de lodo de esgoto; T1, T2,
T3 e T4 — aplicacdo de 3, 6, 9 e 12 Mg ha™ de lodo de esgoto, base seca (dose
acumulada em 3 anos). 1, 2 e 3 referem-se as profundidades, 0-10, 10-20 e 20-30

cm.
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Figura 5.13: Espectro de emisséo de fluorescéncia de AH extraido do solo e lodo de
esgoto, com comprimento de onda de excitacdo Ae=460nm e com intervalo de

varredura entre 480 e 700nm.>®

MT-solo de mata; TO-tratamento testemunha, sem adicdo de lodo de esgoto; T1, T2,
T3 e T4 — aplicagdo de 3, 6, 9 e 12 Mg ha' de lodo de esgoto, base seca (dose
acumulada em 3 anos). 1, 2 e 3 referem-se as profundidades, 0-10, 10-20 e 20-30

cm.
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Figura 5.14: Espectro de varredura sincronizada de AH extraido do solo, medidos
com diferenca de comprimento de onda de emissdo e excitacdo, AA=Aem-
Aex=55nm.”

MT-solo de mata; TO-tratamento testemunha, sem adicdo de lodo de esgoto; T1, T2,
T3 e T4 — aplicagdo de 3, 6, 9 e 12 Mg ha"' de lodo de esgoto, base seca (dose
acumulada em 3 anos). 1, 2 e 3 referem-se as profundidades, 0-10, 10-20 e 20-30
cm.
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Figura 5.15: Espectros de AH do lodo de esgoto obtido: A) no modo de emissao

(Aem=240nm)’2 e B) varredura sincronizada (AA=55nm)"® respectivamente.

Segundo Senesi et al. (1991) os espectros de fluorescéncia permitem
diferenciar os AH pela sua natureza e origem. Neste caso 0s espectros para 0s
diferentes tratamentos foram semelhantes, pois tem a mesma origem. Observou-se
diferenca apenas na intensidade relativa da fluorescéncia.

Os espectros de emissdo com excitacdo em 240nm mostrados na Figura 5.12
apresentam uma banda larga, resultante da sobreposicdo de pelo menos duas
bandas centradas em 473 e 500nm, enquanto que os de emissdao com excitagdo em
465nm (Figura 5.13) sdo, aparentemente, uma Unica banda larga, centrada em
510nm.

Observando os espectros da Figura 5.12, nota-se que o espectro do AH
extraido do lodo de esgoto apresenta baixa intensidade, quando comparado ao AH
extraido do solo. Porém a primeira camada para todos os tratamentos apresenta
baixa intensidade de fluorescéncia, o que é explicado, no caso dos tratamentos com
lodo de esgoto, pelo fato do residuo ter sido aplicado na superficie e se acumular

preferencialmente na superficie do solo.
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A fluorescéncia de AH em comprimentos de onda longos, como neste caso, é
associada a sistemas insaturados conjugados (hidrocarbonetos aromaticos
condensados tipo tetraceno, de estrutura linear ou perileno, de estrutura ciclica),
e/ou a ndcleos aromaticos altamente substituidos por grupos C=0 e
COOH.75’77'114’115

Amostras com menor intensidade de fluorescéncia representam menor
conteldo de ndcleos aromaticos altamente substituidos por grupos C=0 e COOH,
e/ou a sistemas insaturados conjugados, e menor grau de humificacao.

Na Figura 5.15 observam-se espectros mais estruturados onde a banda em
458 nm é intensa, a banda em 402 nm também ¢é intensa e bem definida e aparece
um ombro em 353 nm.

A analise espectroscopica dos AH através da fluorescéncia permitiu a
obtencdo de indices de humificacdo pelas técnicas de fluorescéncia, utilizando as
metodologias de Milori et al. (2002), Zsolnay et al. (1999) e Kalbitz et al. (2000).

A metodologia de Milori et al. (2002), propde que a absorcdo é mais
ressonante com estruturas cuja concentracdo aumenta com o grau de humificacéo
de amostras de AH. A area total sob o espectro de fluorescéncia resultante da luz de
excitagdo azul, feita nas mesmas condicdes experimentais (concentragdo 20 mg L™,
pH 8,0), & proporcional ao grau de humificacdo. Esta seria uma medida relativa a
guantidade de compostos mais condensados e mais aromaticos da amostra.

Denominados de A4g5 0 indice de humificacdo determinado segundo Milori et
al. (2002) é igual a integral da regido total dos espetros de emissdo dos AH com

comprimento de onda de excitacao Aex=465nm.
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Figura 5.16: Valores do indice de humificagdo (A4es) obtido pela metodologia de
Milori et al., 2002 para os AH extraidos do solo e lodo de esgoto.

MT-solo de mata; TO-tratamento testemunha, sem adicdo de lodo de esgoto; T1, T2,
T3 e T4 — aplicagdo de 3, 6, 9 e 12 Mg ha™' de lodo de esgoto, base seca (dose
acumulada em 3 anos). 1, 2 e 3 referem-se as profundidades, 0-10, 10-20 e 20-30
cm.

Zsolnay et al. (1999), baseados no mesmo fato de que, quando as moléculas
fluorescentes passam a ser mais condensadas, seu espectro de emissao se desloca
para maiores comprimentos de onda, propuseram um indice de humificacao
baseado na localizacao de espectro, onde a area do quarto do espectro localizado
em maior comprimento de onda (chamado de A,) é dividida pela area do quarto do

espectro localizado em menor comprimento de onda (chamado de A;). Este

parametro depende s6 das medidas e nao precisa ser padronizado.
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Figura 5.17: Valores do indice de humificagdo obtido pela metodologia de Zsolnay et
al. 1999, para os AH extraidos do solo e lodo de esgoto.

MT-solo de mata; TO-tratamento testemunha, sem adi¢do de lodo de esgoto; T1, T2,
T3 e T4 — aplicacdo de 3, 6, 9 e 12 Mg ha™ de lodo de esgoto, base seca (dose
acumulada em 3 anos). 1, 2 e 3 referem-se as profundidades, 0-10, 10-20 e 20-30
cm.

A partir dos resultados obtidos, verifica-se que quanto maior a area na regiao
de maiores comprimentos de onda, maior é o indice de humificagao.

Kalbitz et al. (2000), baseados no fato de que o deslocamento das bandas de
fluorescéncia de menores para maiores comprimentos de onda esta associado ao
incremento do numero de nucleos aromaticos altamente substituidos, propuseram
utilizar a razao entre as intensidades relativas de 2 bandas claramente distinguidas,
uma em torno de 360 e outra em torno de 465nm, e um ombro em torno de 470nm.
Esses perfis mudam dependendo do grau de humificacdo, e isto pode ser medido
pela razdo dos picos de fluorescéncia. Entdo, a razdo de intensidade de

fluorescéncia em 400 e 360 nm pode ser usada para medir o grau de

policondensacao ou humificacdo das SH. No presente estudo, foi possivel identificar
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claramente dois picos médios, um em 459 nm e outro em 398 nm, e com isso usa-

los como indice de humificagdo a razao lsse/lzgs.
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Figura 5.18: Valores do indice de humificacao (lss7/1398) obtido pela metodologia de
Kalbitz et al. (2000) para os AH extraidos do solo e do lodo de esgoto.

MT-solo de mata; TO-tratamento testemunha, sem adi¢do de lodo de esgoto; T1, T2,
T3 e T4 — aplicacdo de 3, 6, 9 e 12 Mg ha™ de lodo de esgoto, base seca (dose
acumulada em 3 anos). 1, 2 e 3 referem-se as profundidades, 0-10, 10-20 e 20-30
cm.

A partir dos resultados obtidos para o indice de humificagdo pelas 3
metodologias utilizadas®™">"® foi observada uma diferenca no grau de humificagdo
devido a adicao de lodo de esgoto, sendo encontrado um baixo valor de humifcacéo
para 0 AH extraido do lodo de esgoto, comprovando, assim, o baixo grau de
humificacao do residuo.

Todas as 3 metodologias apontaram que os AH extraidos de solo onde foi
aplicada a maior dose de lodo de esgoto eram menos humificados, fato que pode

ser explicado pela diluicdo dos compostos arométicos mais condensados com a

incorporacao de outros menos humificados procedentes do residuo.
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As correlacbes entre as diferentes metodologias utilizadas foram

significativas, e estdo apresentadas nas Figuras 5.19, 5.20 e 5.21.
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Figura 5.19: Correlagédo entre as metodologias de Zsolnay et al. (1999) e Milori et al.
(2000).
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Figura 5.20: Correlacdo entre as metodologias de Zsolnay et al. (1999) e Kalbitz et
al. (2000).
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Figura 5.21: Correlacao entre as metodologias utilizadas de Kalbitz et al. (2000) e
Milori et al. (2000).

5.7 DETERMINACAO DE CARBONO ORGANICO TOTAL (TOC)

Os valores obtidos para carbono total (TOC) nas amostras de solo e do lodo
de esgoto sao mostrados na Tabela 5.5 e Figura 5.22. O resultado final foi obtido a
partir de média aritmética de experimentos em duplicata.

Tabela 5.5: Carbono total nas amostras de solo e do lodo de esgoto obtido pelo
método de TOC

Tratamentos Carbono Total (%)

(0-10cm) (10-20cm) (20-30cm)

Mata 2,04 £0,09 1,36 £ 0,02 0,96 £ 0,04
Testemunha 1,10 £ 0,01 1,18 £ 0,07 1,02 £ 0,05
3 Mg ha’ 1,21+ 0,04 1,22+ 0,04 1,00 £ 0,08

6 Mg ha 1,24 + 0,07 1,23+ 0,03 1,12+ 0,04

9 Mg ha’ 1,79+ 0,06 1,27 £ 0,06 0,96 £ 0,03
12 Mg ha™ 1,93 £ 0,09 1,3+0,1 1,18+ 0,01

Lodo de esgoto 12,2+ 0,45

)3, 6,9 e 12 Mg ha' indicam as doses acumuladas de lodo de esgoto aplicadas
nos trés anos de experimentacao.
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Mesmo em pouco tempo de experimento foi possivel observar que a MO
adicionada via lodo de esgoto contribui para o aumento do TOC do solo, que
aumentou com a dose de logo de esgoto aplicada, corroborando com Nascimento et
al. (2004) e Leite et al. (2004)'"™®. Os efeitos mais marcantes foram obtidos para as
doses mais elevadas de lodo de esgoto (doses acumuladas de 9 e 12 Mg ha™),
quase se aproximando do solo sob mata natural.

Tendo em vista que os efeitos sobre os teores de carbono organico podem
ser temporarios’ e em decorréncia da decomposicdo da MOS, a manutencdo de
altos teores de MO pela adicdo de lodo de esgoto, dependera de aplicacdes

sucessivas de residuo.'"”
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Figura 5.22: Carbono total em amostras de solo e do lodo de esgoto determinadas
pelo método de TOC.

MT-solo de mata; TO-tratamento testemunha, sem adi¢do de lodo de esgoto; T1, T2,
T3 e T4 — aplicacdo de 3, 6, 9 e 12 Mg ha™ de lodo de esgoto, base seca (dose
acumulada em 3 anos).
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5.8 FLUORESCENCIA INDUZIDA POR LASER

O grau de humificacao da MOS pode ser medido através da espectroscopia
de Fluorescéncia Induzida por Laser (FIL).%°

Os experimentos de FIL foram realizados a fim de se obter informagdes sobre
o grau de humificacdo das amostras de solo.

O grau de humificagdo da MO (H,,) foi obtido através da razdo entre a area
do espectro de emissao da fluorescéncia com excitacdo em 458 nm (ACF) e a
concentragéo de carbono organico total (COT), ou seja H_, = (ACF/COT).** A razdo
entre ACF e COT visa normalizar a concentracao de fluoréforos pela concentracao
de C organico na amostra. A excitacdo no azul € mais ressonante com estruturas
humificadas conforme observado por Milori et al. (2002), e por isso foi utilizada neste
estudo com FIL.

O grau de humificacao obtido através da FIL esta representado na figura 5.23.
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Figura 5.23: Valores de Hp_ obtido para as amostras de solo.
MT-solo de mata; TO-tratamento testemunha, sem adi¢do de lodo de esgoto; T1, T2,
T3 e T4 — aplicacdo de 3, 6, 9 e 12 Mg ha™ de lodo de esgoto, base seca (dose
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acumulada em 3 anos). 1, 2 e 3 referem-se as profundidades, 0-10, 10-20 e 20-30
o O alto valor de Hg observado na figura indica a presenca de estrutura
molecular rica em fluoréforos.

Através das Figura 5.23 foi possivel observar que o grau de humificagdo da
MO diminui gradualmente com o incremento da dose de lodo de esgoto, sendo que
o grau de humificagdo observado no T4 (18 Mg ha' lodo de esgoto) foi menor
inclusive do que o observado no solo de mata. Essa diminuicdo no grau de
humificacdo pode ser atribuida a incorporacdo de compostos alifaticos menos
humificados procedentes do lodo de esgoto.”® Na mata, o baixo grau de humificacdo
pode ser atribuido & elevada adicdo de residuos vegetais pela vegetacdo nativa.''®

De maneira geral, em cada tratamento observou-se um incremento do grau
de humificacdo em profundidade, o que é explicado pelo fato do residuo vegetal ou
do lodo de esgoto acumular-se na superficie do solo,'*® porém a diminuicdo do grau
de humificacdo também foi observada na segunda e terceira profundidades e nao
somente na superficie onde foi aplicado o lodo de esgoto.

A mata apresenta maior humificacdo com o aumento da profundidade, ja nos
tratamentos TO, T1, T2, T3 e T4 o aumento da humificagdo ndo é tdo acentuado
como o observado para a mata nas profundidades 0-10cm e 10-20cm, porém na
profundidade 20-30cm, ocorre um aumento significativo na humificag&o, pois o solo
permanece em repouso e mantém estruturas mais humificadas.

Comparando os resultados acerca da labilidade da MO entre solo temperado
e tropical, Shang et al. (1997)'"° observaram que a MO de solos de clima tropical é
menos estavel que a MO de solos de clima temperado, sofrendo decomposi¢éao mais
rapidamente. Sendo assim, a aplicagdo de lodo de esgoto ao solo deve ter sofrido

um rapido processo de decomposicdo da MO, tendo como consequiéncia o rapido
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aumento da humificacdo. Em solos de clima temperado, este processo € bem mais
lento, exigindo maior tempo para que ocorra humificacdo e alteracdes significativas
sejam observadas.

Nas correlagbes entre fluorescéncia em solucdo e FIL, os indices de
humificacao refletem de maneira satisfatéria as caracteristicas da MO, ja que as
medidas sao realizadas com solo. Os valores dos coeficientes de correlagéo obtidos

foram significativos.
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Figura 5.24: Correlagédo entre o grau de humificacdo determinado por FIL (Hf) € a
metodologia de Zsolnay et al. (1999) (A4/A+).
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Figura 5.25: Correlacao entre o grau de humificagdo determinado por FIL (Hgy) € a
metodologia de Milori et al. (2002) (Aes).
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Figura 5.26: Correlagdo entre o grau de humificagcdo determinado por FIL (Hf) € a
metodologia de Kalbitz et al. (2000) (l457/1398).
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Estes resultados demonstram a necessidade de estudos especificos acerca
das possiveis alteracées no solo ap6s a adicao de lodo de esgoto, uma vez que em
determinadas condi¢des e tipos de solos, as alteracées podem vir a ser bastante
diferenciadas, especialmente em regides tropicais.

Nos resultados de fluorescéncia e FIL, observa-se que o tratamento T3 nao
segue a mesma tendéncia dos outros tratamentos, isso provavelmente se deve a um

problema de amostragem.
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CAPITULO 6 — CONCLUSOES

Através dos resultados de andlise elementar foi possivel notar que ndo houve
alterac6es nas estruturas dos AH apéds a adicdo de lodo de esgoto, sendo também
comprovado através dos espectros de FTIR onde foram observadas minimas
variagbes em seus grupos funcionais e *C RMN de onde foi possivel obter as
porcentagens de aromaticos e alifaticos.

A razao atébmica C/N foi menor para o AH proveniente do lodo de esgoto,
sendo que para o AH extraido do solo, os valores mantiveram-se praticamente
inalterados, independente da adi¢do do lodo de esgoto e das doses aplicadas.

Os espectros de FTIR obtidos sao tipicos para AH. Neles as principais bandas
estdo associadas a grupos hidroxila, carboxila, carbonila e amina. Os espectros nédo
mostraram diferencas significativas para os diferentes sistemas de manejo.

A adicao de lodo de esgoto em solos sob cultivo agricola incorporou uma MO
com baixo grau de humificacdo que a curto prazo nao altera a fracado humica (AH).

O AH do lodo de esgoto possui um carater bastante alifatico e em sua
estrutura uma consideravel quantidade de radicais livres do tipo semiquinona. Ao ser
adicionado ao solo, observa-se que modifica a concentracdo do numero de radicais
livres do tipo semiquinona sem alterar os grupos funcionais do AH do solo. Portanto,
no sistema estudado, a adicdo de lodo de esgoto mostra que o numero de radicais
livres do tipo semiquinona presentes no solo ndo é proporcional ao grau de
humificacdo da MOS, sendo que os resultados obtidos pela técnica de RPE néao

apresentaram coeréncia com os resultados ja existentes na literatura. 6448
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Os resultados demonstraram que a espectroscopia de fluorescéncia tanto em
solucdo como a Induzida por Laser forneceu dados coerentes a cerca do grau de
humificacdo da MO.

A fluorescéncia forneceu resultados a cerca do grau de humificacdo das
amostras de AH extraidos de solo e do lodo de esgoto. As 3 metodologias
apresentaram boa correlacéao ente si.

O Hg; obtido por Fluorescéncia Induzida por Laser se mostrou eficiente, pois é
adequada para avaliacdo de solos, 0 que poderia servir como alternativa aos
procedimentos de extracao e fracionamento quimico de SH nos estudos de MO em
sua forma natural.

Foi possivel observar uma diminuicdo no grau de humificagdo no solos
submetidos a adicdo de lodo de esgoto, aproximando-se do solo de mata utilizado
como referéncia.

A MO adicionada através do lodo de esgoto esta sendo incorporada ao solo, e
isso pode ser comprovado através dos resultados de TOC. A concentragdo de
carbono no solo aumenta, mesmo depois de ter interrompido a aplicagdo ha 2 anos,
e o grau de humificagdo da MO diminui, sendo menor ainda do que o solo de mata
utilizado com referéncia. Entretanto, este tipo de manejo utilizando lodo de esgoto é
considerado apropriado do ponto de vista ambiental e agronémico. No entanto, a
manutencdo de altos teores de MO pela adicdo de lodo de esgoto dependera de
aplicacbes sucessivas do residuo,'’” visto que os efeitos sobre os teores de MO
podem ser temporarios,” em decorréncia da decomposicédo da MO.

Os resultados obtidos a partir das técnicas quimicas e espectroscopicas
mostraram que o beneficio proporcionado pela adicdo de lodo de esgoto ao solo,

mesmo em um experimento de curta duragdo, pode ser significativo. Adicao de
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residuo com alto teor de carbono apresenta-se como fonte importante de nutrientes
e MO, melhorando propriedades quimicas. Com isso, podemos confirmar que a
importancia da adicao de lodo de esgoto ao solo ndo € apenas de carater ambiental.

O retorno ao ambiente deste residuo deve ser priorizado, pois transforma um
residuo urbano de disposicao problematica, em um insumo de grande valor para a
agricultura, pois o lodo fornece ao solo MO, macro e micronutrientes para as plantas,
atuando como condicionador de solo e fertilizante, e dessa forma contribui para uma

agricultura sustentavel.?
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