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RESUMO

INFLUENCIA DE [ONS METALICOS NA ESTRUTURA DE
SUBSTANCIAS HUMICAS DETECTADOS POR ESPECTROSCOPIA
envolveu um estudo em que, a partir de moléculas precursoras de substancias
humicas (SH), prepararam-se e caracterizaram-se polimeros sintéticos
comparaveis com amostras de acidos humicos (AH) extraidos de solo.
Obteve-se um polimero com caracteristicas andlogas as dos acidos humicos
através de reagdes de sintese, por meio de polimerizacdo oxidativa em meio
alcalino utilizando como precursores a hidroquinona, p-benzoquinona e o acido
4-aminobenzoico. Através do polimero obtido estudaram-se as caracteristicas
estruturais comparaveis com os acidos humicos nos seguintes aspectos:
influéncia dos ions metélicos Cu, Fe ¢ Mn na estrutura do polimero sintetizado
através de caracterizacdo espectroscopica, Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), Absor¢ao de luz UV-Visivel (UV-Vis), Fluorescéncia de Luz
UV-Visivel; experimentos com Cromatografia por Exclusdo de Tamanho e
Microscopia de Forga Atomica com os acidos hlimicos naturais e sintetizados. O
estudo das caracteristicas estruturais das substadncias htimicas baseados em
polimeros mostrou que a complexagdo de ions metalicos (Fe’, Cu®" e Mn™")
influenciou na estrutura levando a um aumento no tamanho molecular observado
através dos cromatogramas obtidos por Cromatografia de Exclusao de Tamanho.
Os espectros de FTIR, UV-Vis. e Fluorescéncia de luz no UV-Visivel dos 4cidos
hiimicos sintéticos ap6s a complexagdo de ions metalicos mostraram alteragdes
nas bandas que estdo associadas a mudangas estruturais, indicando a
complexacdo dos ions metélicos principalmente com grupos fenolicos e
carboxilicos presentes nos polimeros.
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ABSTRACT

INFLUENCE OF METAL CATIONS IN THE STRUCTURE OF
HUMIC SUBSTANCES AS DETECTED BY SPECTROSCOPY, involves a
study by which starting from precursors of humic substances, some polymers
were obtained, characterized and comparable with samples of humic acids. One
such polymer with similar characteristics with humic acids was obtained by
using as precursors hydroquinone, p-benzoquinone and 4-aminbenzoic acid,
subjected to a synthesis under polymeric oxidation at an alkaline medium. The
following structural characteristics of such polymers were studied in comparison
with humic acids: influence of Cu, Fe and Mn cations in the structure of the
synthesized polymers by spectral characteristica of Fourier Transform Infrared
Spectroscopic (FTIR), absorbance with UV-Vis light, fluorescence; experiments
with Size Exclusion Chromatography (SEC) and Atomic Force Microscopy
(AFM) with the polymers and humic acids. It has been found that the
complexation with the Cu, Fe and Mn cations has affected the structure by
increasing the molecular size as observed by the Size Exclusion
Chromatography. After complexation with the metal cations the FTIR, UV-Vis
and Fluorescence spectra has shown significant changes due to structural
modifications, which indicates complex formation specially with the carboxylic
and phenol groups found in the obtained polymers.



CAPITULO 1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

Qual componente do solo que retém agua, complexa ions metalicos,
reage com compostos organicos, fotosintetiza reagdes do solo, estimula o
crescimento das plantas e biotransforma poluentes toxicos? A resposta € o
biomaterial do solo marrom escuro chamado substancias humicas, que ¢ um
componente essencial produzido pelo solo.

As substancias humicas (SH) estdo perto de ser o mais abundante
dos componentes organicos da natureza. Elas estdo presentes em todos os solos
e aguas naturais que contém matéria organica (MO). Os cientistas t€ém interesse
na quimica das substincias himicas e desde instrumentacdo até procedimentos
quimicos para estudos da sua composi¢do estdo disponiveis, mas existe um
interesse maior por causa do reconhecido perigo para a saide dos produtos de
cloragdo, como os trihalometanos, formados com as substancias humicas na
agua'. Com relagio ao gas carbdnico (CO,) atmosférico a formacdo de
substancias hiimicas ¢ um meio de sequestrar carbono no solo, armazenando-o, €
contribuindo para minimizar o aquecimento global. Estimativas da massa total
de carbono organico do solo” variam de 1,22 10" g a 2,456 10'® g de carbono’.
Este reservatorio, que excede a quantidade em todos os demais reservatorios
superficiais, interage com a atmosfera e afeta seu conteido em CO,. Logo a
estabilidade da matéria organica do solo e os efeitos da atividade humana sobre
ela devem ser levados em consideracdo ao pensar-se na elevagdao da
concentracdo de CO, atmosférico”.

Cada vez mais as crescentes concentracdes de CO, na atmosfera se
relacionam com mudancas climaticas de dimensdes e custos imprevisiveis,
expressos nas conseqiiéncias para saude humana e aspectos sociais €

econdmicos. Dentro deste contexto, o estudo da estrutura das substancias
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hiimicas pode dar contribui¢do relevante para a prote¢do do meio ambiente, na
medida em que se conseguir aumentar a fixacdo de C no solo, na forma de
matéria organica estavel’®. Também PICCOLO et al’ mostraram em
experiéncias de laboratorio, que a possibilidade de aumentar os teores de matéria
htimica hidrofébica no solo pode diminuir a emissdao de CO,. Substancias
hiimicas recalcitrantes, 4cidos hiimicos e humina em particular, representam a
reserva de matéria organica do solo, com meia vida de residéncia de 100 anos®.

Recentes avancos® indicam que a razdo da existéncia de polimeros
de alta massa molar esta relacionada com associagdes de moléculas
heterogéneas estabilizadas por interagdes hidrofobicas, aparentando ter alta
massa molar e alto tamanho molecular. Visto que as interagdes hidrofobicas nas
moléculas humicas parecem ser a principal causa da bioresisténcia das
substancias himicas e seu longo tempo de acumulagdo no solo, as hipoteses sao
que um tratamento do solo com matéria humica adequada pode reduzir a
mineralizacdo da matéria organica do solo pelo aumento do seqiiestro do
carbono organico em dominios hidrofobicos.

A habilidade dos solos em reter agua e estimular o crescimento das
plantas depende da MO e especialmente das substancias humicas. Solos ardveis
contém mais de 10% de MO e as substancias himicas podem compor mais que
80% da MO de um solo e por essa razdo essas substancias podem ter um
profundo papel nos aspectos fisicos e quimicos do solo. E reconhecido, por
exemplo, que substancias himicas e possivelmente também polissacarideos, tém
um papel fundamental com relacdo a formacao dos agregados ¢ estabilizagao do
solo.

Substancias humicas estdo sujeitas a agregacdo e ao fenomeno de
dispersdo em meio aquoso, os quais sdo relevantes para seu comportamento
fisico e reatividade quimica. A condicdo de irregularidade exibida pela
superficie das macromoléculas hiimicas tem importante influéncia no ntimero,

tipo e disponibilidade de sitios quimica e fisicamente reativos, em atividades
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cataliticas e capacidade de adsor¢do das substincias himicas, ¢ também na
interacdo que pode ocorrer entre as substidncias humicas e superficies de
minerais, ions metalicos, compostos organicos, raizes de plantas e
microrganismos no solo'’,

Nao ¢ de se admirar que esta classe de substincias naturais tem sido
objeto de estudo ha mais de 100 anos. O interesse cientifico nas substancias
himicas se expande continuamente apesar dos obstaculos inerentes. Por causa
da abundancia das SH na natureza e por causa do papel que elas t€ém nos solos ¢
aguas do meio ambiente, estudos da sua composi¢ao e estrutura podem ser bem
justificados. Em termos praticos, estudos sdo fundamentais para um
entendimento dos mecanismos dos varios papéis que as SH tém no meio
ambiente. Por exemplo, ¢ importante saber que componentes das SH sdo
responsaveis por alguns dos principais processos em solos e 4aguas, ¢ a
propor¢do desses componentes em uma fonte hiimica. Para estudos estruturais
significativos, ¢ desejavel se ter substincias puras. No entanto, SH sdo grandes
misturas cuja separacdo em discretas substancias ¢ um desafio constante. Por
exemplo, diferentemente de muitas outras classes de compostos organicos que
ocorrem naturalmente, as SH ndo sdo definidas em termos de sua composi¢ao
quimica total ou conteudo de grupos funcionais. Em vez disso, elas sdo definidas
em termos de seu comportamento com relacdo a solubilidade e insolubilidade
em sistemas aquosos. Esta defini¢do, muitas vezes, se torna insatisfatoria porque
pode incluir uma grande ordem de compostos organicos que podem ou nao ser
SH. Inevitavelmente, isto ¢ uma potencial fonte de confusdo e incerteza nos
estudos das SH. Essas observagdes nos mostram a complexidade com relagao ao

entendimento das SH.

1.2 OBJETIVOS

Na condicao de se obter mais informagdes com respeito a estrutura

quimica de substancias hiimicas, vém sendo utilizados compostos sintéticos com
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cadeias poliméricas que possuem caracteristicas analogas as das substancias

11,12 13,14,15. r e
*“ entre outros ™ > Com o proposito de

himicas, como polimeros fenolicos
um melhor entendimento da estrutura das substancias humicas, foi feito o estudo
das mesmas por meio destes modelos.

Os objetivos deste trabalho foram estudar a influéncia de ions
metalicos na estrutura e conformacdo final de polimeros sintetizados, com
caracteristicas analogas as das substancias humicas, por meio de caracterizacao
espectroscopica e microscopia de for¢a atdomica; e realizar estudos utilizando
cromatografia por exclusdo de tamanho, métodos espectroscopicos na tentativa
de avancar no entendimento da estrutura das substancias humicas e ainda

algumas titulagdes condutométricas e potenciométricas para estimar a reserva

acida titulavel e as afinidades protonicas de sitios ativos.

1.3 AS SUBSTANCIAS HUMICAS

As substancias humicas variam em sua composi¢do, dependendo da
fonte, método de extragdo e outros parametros, no entanto, as semelhancas entre
elas sdo mais pronunciadas do que as diferencas. Substincias humicas
apresentam uma estrutura quimica complexa, sdo amorfas, de cor escura,
hidrofilicas, parcialmente aromaticas, ¢ sua massa molar varia desde poucas
centenas a milhares de unidades de massa atomica'®.

Praticamente todos os solos, sedimentos e aguas naturais contém
uma série de compostos organicos naturais que tem, ha algum tempo, sido
chamados de (no solo) matéria organica, humus, substancias humicas, ou no
caso de aguas naturais, carbono organico dissolvido. Historicamente, os
compostos organicos de solos foram isolados e estudados primeiro.
KONONOVA'" publicou o desenvolvimento histérico do estudo da matéria
organica do solo (hiimus). Foi reconhecido facilmente que o humus ¢ resultado
principalmente da degradagdo de tecidos de plantas mortas. Esses organismos

mortos consistem de 50-60% de celulose, 15-20% ligninas e 15-20% lipideos'®.
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Muitos trabalhos consideram que os constituintes do hiumus podem ser os
produtos finais de reacdes sintéticas que alteram a estrutura dos produtos da
degradagdo das plantas. Outros autores, porém, suspeitam que o himus ¢ uma
complexa mistura dos produtos da degradacao de plantas. Esta controvérsia tem
persistido. STEVENSON" define substincias hiimicas do solo como “Uma
série de substancias de massa molar relativamente alta, de coloracdo amarela
para preto, formada por reacdes de sinteses secunddrias”. Ele sugere trés
caminhos para a formacdo das SH. No primeiro deles, amino compostos
formados através de sinteses por microrganismos reagem com ligninas
modificadas. No segundo, polifenois oxidados para quinonas reagem com amino
compostos € no terceiro agucares reduzidos reagem com amino compostos para
sintetizar macromoleculas complexas de coloragio escura. WERSHAW? de
outra maneira, propoe que o humus do solo consiste de fragmentos oxidados de
plantas. Estes fragmentos sdo compostos relativamente de segmentos inalterados
de plantas que sdo oxidados para segmentos finais com um ou mais grupos de
acidos carboxilicos. Transformacdes oxidativas podem fornecer uma variedade
de grupos funcionais reativos, especialmente grupos cabonilicos e carboxilicos.
No caso da lignina, por exemplo, as partes inalteradas sdo relativamente ndo
polares (hidrofobicas) e os segmentos oxidados sdo polares (hidrofilicos). Entao,
a lignina transformada ¢ anfifilica (com partes hidrofébica e hidrofilica
separadas) e podem exibir propriedades superficiais ativas. ZECH et al.”
discutiram modificagdes em residuos de plantas durante o processo de
humificacdo, ¢ estas, entre outras mudancas, incluem oxidagdes e
transformacoes das cadeias laterais da lignina, a demetilagdo de ligninas, a
remog¢dao de material como carboidratos e a conversdo de produtos do tipo
catecol para quinonas.

Segundo a literatura internacional e a Sociedade Internacional de
Substancias Himicas, € bem aceita a idéia de classificar as substancias humicas

com base na sua solubilidade, podendo ser dividida em trés fragcdes principais: 1)
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acido hiimico que ¢ definido como a fracdo das substancias humicas que ¢
solivel em meio alcalino diluido e precipitado pela acidificacio do extrato
alcalino e sua cor varia desde marrom escuro até preto; ii) acido filvico que ¢ a
fracdo que permanece em solucdo quando o extrato alcalino ¢ acidificado e sua
cor varia desde amarelo até amarelo-marrom; iii) ¢ a humina que ¢ a fracdo que
nao pode ser extraida dos solos e sedimentos por dilui¢do basica ou acida e tem
cor preta19.

As substancias humicas possuem caracteristicas importantes como:
alta capacidade de retencdo de dgua, com importante papel regulador para evitar
processos erosivos no solo; reten¢ao de calor devido a sua coloragdo escura,
beneficiando a germinagdo de sementes € o desenvolvimento de raizes; aeracao
do solo devido aos agregados oriundos da combinagao das SH com argilas; alta
capacidade de troca cationica (CTC), sendo que na maioria das situagdes, as SH
sao a principal reguladora da CTC do solo; complexacdo ou quelagdo com
pesticidas e metais pesados, diminuindo as concentragdes desses materiais e,
conseqiientemente, a toxicidade no solo; formagdo de complexos com ions
micronutrientes de plantas (Fe, Mn, Cu, Zn, Mo e outros) o que permite a

. ~ . . , . 22
migracdo dos mesmos e os torna biodisponiveis™.

1.3.1 Estrutura das Substancias Humicas

No final do século XIX, ja se compreendiam as SH como uma
mistura complexa de substincias organicas com natureza principalmente
coloidal e com propriedades fracamente acidas. Também ja se tinha informacdes
a respeito da sua interacdo com outros componentes do solo'.

No inicio do século XX a proposta de uma estrutura e da natureza
quimica das SH foram temas de inumeros trabalhos. A origem das SH também
foi tema de interesse nesse periodo. Prevaleciam duas teorias principais, a
primeira delas ¢ que as SH teriam a lignina como precursor ¢ a segunda que

celulose ou agucares simples seriam as fontes das SH. De acordo com
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MAILLARD", as SH encontradas na natureza seriam o resultado de reacdes
puramente quimicas no qual os microorganismos nao teriam envolvimento
direto, exceto na produgdo de agucares de carboidratos e aminoacidos de
proteinas. Esta reacdo entre agucares redutores e aminoacidos ou aminas para
formar polimeros nitrogenados escuros mostrou-se de grande importancia na
desidratagdo comercial de produtos alimentares e ¢ conhecida como reacao de
Maillard".

A idéia de que a lignina seria precursor dos acidos humicos
avangou com Fuchs e outros pesquisadores'’. A teoria foi adotada e teve grande
influéncia na quimica das SH por algumas décadas. Fuchs prop6s uma estrutura

quimica das SH (Figura 1.1) muito citada na literatura'’
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Figura 1.1 — Estrutura das substincias hiimicas proposta por Fuchs'’.

Embora j4 se conheca a composicdo elementar € os grupos
funcionais que compdem as SH, ainda hoje ndo existe uma estrutura definitiva.
Muitas estruturas foram propostas, cada uma delas foi caracterizada por grupos

funcionais similares e a presenca de componentes alifiticos e aromadticos.
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Baseados em wuma variedade de técnicas e analises SCHULTEN e
SCHNITZER?® propuseram uma estrutura para as SH (Figura 1.2).

Neste modelo (Figura 1.2) o oxigénio esta presente como grupos
carboxilicos, fenolicos, hidroxilicos, esteres e éteres, nitrogénio estd presente
como estruturas heterociclicas e como nitrilas. A composi¢do elementar da
estrutura das SH na Figura 1.2 ¢ C;o3sH3309Ns € tem tamanho molecular de

5540 Da.
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Figura 1.2 — Modelo de 4cido hiimico proposto por Schulten e Schinitzer **

(CH3)g-5

Até ha alguns anos, as substidncias humicas eram consideradas

. 16,19,23
como polimeros macromoleculares ™ .

As afirmagdes ¢ citagdes feitas
anteriormente foram baseadas na proposta que substidncias hiimicas seriam
macromoléculas organicas, com caracteristicas similares as macromoléculas
biologicas como proteinas, polissacarideos, dacidos nucléicos e lignina.
SCHINITZER E KHAN* e, mais recentemente, SCHULTEN E SCHNITZER”
e também SEIN et al.”’ propuseram a existéncia de espagos vazios (Figura 1.3)
de diferentes tamanhos, onde poderiam seriam alojados outros compostos

organicos, hidrofilicos ou hidrofobicos, como carboidratos e materiais
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proteinaceos, lipidios, agrotoxicos e outros poluentes. Poderiam também estar

presentes elementos inorganicos como argilas e 6xidos-hidroxidos.

Figura 13 — Modelo tridimensional de acidos humicos proposto por Schulten &
Schnitzer”, C=cinza claro, O=cinza escuro, N=preto ¢ H=branco. As letras A,B ¢ C
indicam os espagos vazios presentes, provavelmente, na estrutura das substancias
htimicas.

WERSHAW? foi o primeiro a postular uma descricao alternativa

A . rooe A 28
para a estrutura molecular das substidncias humicas. Ele propds™ que as
substancias humicas, sendo anfifilicas, formam misturas de agregados de
moléculas em solu¢do. Em sua opinido, agregados himicos sdo mantidos por
mecanismos de ligagdo como as ligagdes de hidrogénio e interagdes

28,29,30,31
> > > 5 ele

hidrofobicas. Por considerar o conceito micelar bem estabelecido
sugere que agregados humicos sdo semelhantes as micelas as quais possuem
interiores preferencialmente compostos por porgdes hidrofobicas e os
componentes carregados estdo posicionados na superficie externa.
ENGEBRETSON ¢ WANDRUSKA®® usando fluorescéncia e pireno em seus
estudos, mostraram evidéncias experimentais em favor do modelo de micelas.
PICOLLO et al.*** ¢ HENWORTHY e HAYES™ foram os primeiros a mostrar

que a estrutura macromolecular das substincias htmicas pode ndo ser

inteiramente polimérica. O grande tamanho molecular geralmente observado
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pode ser considerado como um resultado de associacdes de pequenas moléculas
influenciadas por forgas fracas tais como ligagdes de hidrogénio, que podem ser

facilmente desfeitas’.

1.3.2 Fracionamento das Substancias Humicas

Para poder estudar as SH adequadamente faz-se necessario separa-
las dos componentes inorganicos presentes no solo. Segundo STEVENSON", o
método ideal de extragdo ¢ aquele que: 1) levasse ao isolamento do material
inalterado; 2) fornecesse um extrato livre de contaminantes inorganicos, como
areia e cations polivalentes; 3) obtivesse fracdes representativas de toda a
amplitude de massas molares; 4) fosse um método aplicavel a todos os solos.

O esquema de separacao classico da MO (Figura 1.4) envolve a
precipitacao das SH por ajuste do pH, adicdo de solventes organicos ou adig¢ao
de ions metdlicos. O método sugerido pela IHSS - International Humic
Substances Society € o de solubilizacdo da matéria organica do solo em solugao
de hidroxido de s6dio (NaOH) e fracionamento desta baseado nas caracteristicas
de solubilidade das SH. Da extracdo alcali geralmente feita com solugdes de
NaOH que ¢ baseada no principio da solubilidade das SH, obtém-se os acidos
falvicos soluveis a qualquer pH, os acidos himicos soluveis apenas em meio
alcalino e as huminas insoluveis a qualquer valor de pH. A solubilizagdo das SH
em meio alcalino provavelmente seja devida a conversao dos grupos acidos em
ions com subseqiiente formagdo de uma solucdo fisica. Sais de cations
polivalentes ndo sdo soluveis'”. Segundo STEVENSON' as principais
desvantagens sdo: (a) a dissolucdo da silica mineral e de tecidos organicos
frescos que contaminariam o extrato; (b) a autoxidacdo de alguns constituintes
organicos no contato do extrato alcalino com o ar; (c) além de outras alteragdes
quimicas que poderiam ocorrer em meio alcalino como a condensagdo entre
aminodcidos e os grupos C=0 de aldeidos aromadticos ou quinonas levando a

formacdo de compostos semelhantes as SH por reacdes de escurecimento.
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Problemas relacionados a autoxidacdo podem ser minimizados realizando-se

todas as etapas em uma atmosfera de gés inerte, por exemplo N».

Matéria Orgénica

Substancias Huimicas Substancias ndo humicas

Fracionamento com base na

solubilidade
solavel em acido insolavel em acido insolavel em acido
solavel em alcali solavel em alcali msoluvel em alcali
ACIDO ACIDO
FULVICO HUMICO HUMINA

Figura 1.4 — Esquema do fracionamento da matéria organica e substdncias humicas™.

O fracionamento das SH também pode ser feito utilizando a
polaridade, tamanho molecular e diferencas de densidade de carga. As SH
também podem ser extraidas utilizando cromatografia de permeagdao em gel,
membranas de ultrafiltracdo, adsor¢do em resinas hidrofobicas (XAD, polimero
metilmetacrilato), adsor¢do por resinas de troca, adsor¢do em carvao e Al Os.
Nas diversas técnicas utilizadas para o fracionamento das SH ha vantagens e
desvantagens. A Tabela 1.1 mostra algumas técnicas de fracionamento das SH,

suas vantagens e limitacdes™®.
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Tabela 1.1 - Vantagens e limitacoes de alguns procedimentos de separagdo das
substincias humicas®®.

Métodos Vantagens Limitacdes
Concentracao por Todos COD (carbono Lento, procedimento
resfriamento organico dissolvido) tedioso, concentra
concentrados inorganicos
Extragdo liquida Remocao da cor visual ~ Nao ¢ quantitativo para
COD, lenta, com grandes
volumes
Ultrafiltragao Também separa por peso Lenta
molecular
Forte troca anionica Sorcao eficiente Nao desorve
completamente
Carvao Sorcao eficiente Nao desorve
completamente
Fraca troca anionica Adsorve e desorve Perda de COD
eficientemente
Resina XAD Adsorve e desorve Resina deve estar sempre
eficientemente limpa para resultar em

baixa “sangria” de COD

1.3.3 . Modelos Sintéticos de Acidos Humicos
Com a finalidade de se obter informagdes com respeito a estrutura
quimica das substancias humicas, vém sendo utilizados compostos sintéticos

com cadeias poliméricas que possuam caracteristicas andlogas as das

11,12,37 13,14,15

substancias humicas, como polimeros fendlicos entre outros

Muitos modelos do tipo polimérico de substincias humicas tém
sido preparados artificialmente, produzidos usando enzimas como catalisadores
ou por reagdes de polimerizagdo auto-oxidativa usando compostos altamente

reativos como os hidroxifenois. Compostos fendlicos identificados, como um
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derivado de lignina ou sintetizado por microrganismos, t€ém sido polimerizados
em reacdes com misturas contendo de dez a vinte cinco substincias diferentes™.

MARTIN et al® constataram que o procedimento utilizando
peroxidase — H,O, usado para preparar ligninas também podia ser usado para
sintetizar modelos poliméricos de acidos humicos. Testes preliminares
mostraram que foi possivel e que o rendimento polimérico foi melhor que
aqueles obtidos com fungos fenoloxidase.

Com o objetivo de estudar as propriedades, compara-los com acidos
himicos naturais e estudar a degradacdo no solo de um carbono especifico
usando unidades estruturais de '*C, foram preparados modelos de acido humico
mais simples e mais complexos utilizando polimeros fenolicos. Alguns desses
modelos poliméricos foram preparados por autoxidacdo de misturas fenolicas a
pH elevado, outros foram preparados a pH 6,5 usando fungo fenolase como
agente oxidante*”*'.

Usando polimeros como modelo, BRANNON ¢ SOMMERS®
relataram um caminho para a estabilizagdo de P organico no solo. A
estabilizagdo envolve a incorporagdo de compostos organicos contendo grupos
funcionais amina e ester de fosfato em macromoleculas de dcido htimico via
polimerizagdo oxidativa. Eles estimaram que aproximadamente 80% do fosforo
organico adicionado foi estabilizado e protegido do ataque microbial, a por¢ado
residual ficou facilmente acessivel e, consequentemente, sujeita a rapida
biodegradagao.

ZUNINO et al.” utilizaram modelos de acidos hiimico e falvico do
tipo polimérico para estudar o comportamento competitivo de Zn*" e Mg*". Eles
sugeriram que grande progresso nos estudos de metais pode ser feito usando
polimero como modelos similares as SH, no qual os sitios de ligagdo sao
melhores definidos, pois os grupos funcionais e os atomos doadores de elétrons
podem ser defenidos usando precursores especificos. Polimeros que contém

grande numero de OH fenolicos ou grupos OH e COOH podem ser preparados,
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alguns possuindo somente oxigénio como doadores de elétrons e outros com

adicao de nitrogénio e enxofre utilizando determinados tipos de precursores.

1.3.4 . Interacdes com fons Metalicos

Uma das mais importantes propriedades das substancias hiumicas ¢
a sua capacidade de interagir com ions metélicos do solo, tanto nutrientes quanto
toxicos, para formar complexos organometdlicos e quelatos de diferentes
estabilidades e caracteristicas estruturais*™, podendo até mesmo controlar sua
disponibilidade para as plantas. De modo geral, em solos minerais, pode-se
esperar que mais de 50% do total dos elementos tracos esteja associado a
matéria organica®™. A complexacio de fons metalicos pelas SH é extremamente
importante para a reten¢do e mobilidade dos contaminantes em solos e aguas™.
Interagdes entre SH e metais tém sido descritas como troca de ions, sorcao
superficial, quelagdo, coagulagio e peptizagdo™. Os grupos funcionais das SH
possuem diferentes afinidades por ions metéalicos na ordem crescente como se

mostra abaixo’®:

—0> —NH,> —N=N> \N/>  COO> —0> —C=0

(enolato) (amina) (azo composto) (anel N) (carboxilato) (éter) (carbonil)

Apesar do conhecimento da existéncia da interacdo das substancias
himicas com fons metalicos™, a natureza e extensio dessas interagdes ndo sdo
completamente entendidas. O cation pode estar ligado a dois ou mais ligantes de
diferentes moléculas™.

Praticamente todos os aspectos da quimica e da reatividade de
elementos tragos no solo estdo relacionados a formacao de complexos estaveis
com substéancias organicas'’. Enquanto cations monovalentes (Na*, K, etc.) sdo
mantidos principalmente pela simples formagao de sais por reacdes de troca de

cations envolvendo grupos tais como carboxilicos e fendlicos. Céations
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polivalentes (Cu*", Fe’* e outros), podem formar ligagdes coordenadas com
moléculas organicas.

A Figura 1.5 mostra duas propostas de liga¢io com o Cu’’, a
primeira com ligantes nitrogenados (a), mais estdvel e portanto menos
disponivel para as plantas e a segunda (b), com ligantes oxigenados, menos

!
estavel®®.

. N N
A \/ Coo | _ooc

ot I ol I
¢ _,N/ | \N___ ) o | o
- OH,

OH;
(a) (b)

Figura 1.5 - Exemplos de complexos organo-metalicos® .

fons metalicos também causam agregacio de matéria orginica
natural em solucido®™. RYAN ¢ WEBER" mostraram que a adi¢do de fons de
cobre em acido fulvico diluido, aumentou significantemente a quantidade do
espalhamento pela solugdo. Os autores atribuiram o aumento de espalhamento
aos agregados. Nao foram feitas tentativas de medidas do tamanho dos
agregados.

Espectroscopia e outros métodos fisico-quimicos aplicados as
substancias hiimicas mostram que existem quatro principais caracteristicas
estruturais dos 4cidos humicos e fllvicos influenciando suas reatividades
quimicas™:

Polifuncionalidade: que representa a existéncia de varios grupos
funcionais, com reatividades diferentes, que sdo representativos de uma mistura
heterogénea de polimeros que interagem entre si;

Carga macromolecular: possui carater anidnico, produzindo efeitos

na reatividade dos grupos funcionais e na conformag¢ao molecular;
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Hidrofilicidade: a tendéncia que as substancias himicas possuem
de formarem fortes ligagdes de hidrogénio com moléculas de agua do meio,
desta forma, solvatando grupos funcionais como COOH e OH;

Labilidade estrutural: devido a capacidade de associagdes
intermoleculares e de mudangas conformacionais em resposta a mudangas de
pH, condi¢des redox, concentragdo i0nica e ligagdes quimicas.

O esclarecimento dos mecanismos de agregacdo molecular das
substancias humicas ¢ um importante elemento para o entendimento das
interagdes das substincias hiimicas em solos e aguas™.

A estrutura de ions metalicos com acidos humicos de diferentes
tamanhos moleculares tém sido investigados espectroscopicamente e as
constantes de ligagdo mostram um aumento do tamanho molecular, ainda que as

fracdes tenham pouco carboxilato (meq g')’"*

. Estes resultados podem refletir
em diferencas na natureza dos sitios de ligacdes em fracdes de diferentes
tamanhos moleculares e efetuar mudancas na estrutura tridimensional dos acidos
himicos. Assim, diferencas substanciais associadas com as fragdes de diferentes
tamanhos moleculares dos 4cidos humicos indicam a importincia da

. . ~ 53
caracterizacao das propriedades em ordem de tamanho das fragcdes para melhor

interpretar as formas de liga¢des de ions metalicos.

1.4 TECNICAS ESPECTROSC()PICAS APLICADAS NO
ESTUDO DAS SUBSTANCIAS HUMICAS

Substancias hiimicas sdo caracterizadas por técnicas analiticas, tais
como composi¢ao elementar, cardter de protonagdo, massa e tamanho molecular,
datacdo por “C, produtos de degradacio oxidativa, capacidade de complexacio
de metal”. Porém, também sdo bastante utilizadas técnicas espectroscopicas
para a caracterizagdo da matéria organica humificada do solo.

As SH absorvem na regido do ultravioleta e a absorbancia aumenta
com a diminuicdo do comprimento de onda. As bandas de absor¢do sdo

relativamente descaracterizadas e fornecem pouca informac¢ao composicional de
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valor. A espectroscopia de UV-Vis fornece valores de razdo que podem ter
alguma relevancia para comparagdes entre amostras de SH, e fragdes de
amostras de diferentes fontes € meio ambiente. A razdo E4/E¢ (absorbancia em
465/665 nm) ¢ vastamente usada'”.

Espectroscopia de fluorescéncia tem sido, atualmente, amplamente
utilizada para estudar as substancias himicas. ZSOLNAY et al.>* ¢ KALBITS et
al” utilizaram a técnica para avaliagio do grau de humifica¢do e tamanho
molecular das substincias humicas. SENESI et al>® propuseram utilizar as
propriedades fluorescentes das substdncias htimicas para estabelecer critérios
para a diferenciacdo e classificacio das mesmas e MILORI ef al.’” avaliaram a
utilizacdo da técnica na determinagdo do grau de humificagdo de acidos
humicos.

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ¢ uma poderosa
ferramenta que permite interpretacdes dos aspectos da composicao e estrutura da
SH. Espectros obtidos para SH geralmente apresentam bandas largas e mal
resolvidas, possivelmente causadas por sua extrema complexidade molecular.
Avangos foram feitos com relagdo a técnica como ondas pulsadas com
transformada de Fourier (TF RMN), desacoplamento dipolar (DD), polarizagao
cruzada (CP) e polarizagdo cruzada com rotagdo em torno do angulo magico
(CP/MANS). Esses avangos proporcionam a aquisi¢ao de espectros mais definidos
para os grupos funcionais. Existem vdarias revisdes das aplicacdoes de
RMN"*%¥ A CPMAS e RMN de °C tem sido atualmente muito usada para
estudo das SH. O uso de CPMAS e¢ RMN de "C proporcionam melhores
espectros e permite comparagdes entre as amostras. Por causa da largura das
bandas, interagdes entre os atomos nao podem ser detectadas tdo efetivamente
como para RMN em estado liquido.

A espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourie

(FTIR) tem contribuido para a identificagdo de grupos funcionais, como



Capitulo 1 — Introdugao 31

hidroxilicos, carboxilicos, caboxilatos, polissacarideos, alifaticos, aminas, entre
outros, e seus envolvimentos em intera¢des com metais®.

Acidos humicos e filvicos possuem espectros similares, sendo a
principal diferenga a intensidade da banda em 1.720 cm’ que ¢
consideravelmente maior no acido fulvico por causa da ocorréncia de mais
grupos COOH. Também a banda em 1.600 cm™ é centrada em freqiiéncias mais
altas (1.620 cm™) nos acidos fulvicos'’.

STEVENSON e GOH classificaram os espectros de infravermelho
das SH em trés tipos gerais'”:

Tipo I. Esses espectros sdo tipicos de acidos humicos. Bandas
intensas sdo encontradas perto de 3.900, 2.900, 1.720, 1.600 ¢ 1.200 cm’. A
banda em 1.600 cm™ tem intensidade aproximadamente igual a banda em 1.720
cm’.

Tipo II: Esses espectros mostram acidos fulvicos de baixa massa
molecular. Sio caracterizados por grandes absor¢des proximas de 1.720 cm™.
Outra caracteristica é que a absor¢do na regido de 1.600 cm™ é fraca e deslocada
para perto de 1.640 cm™.

Tipo III: Além das bandas de absorcdo fortes encontradas nos
espectros do Tipo I e II, bandas fortes aparecem perto de 1.540 cm™. Absorcio
préxima a 2.900 cm™ (absor¢do de C-H alifaticos) é também mais pronunciada.
Uma tUnica caracteristica desses espectros ¢ a presenca de bandas indicativas de

proteinas e carboidratos.

1.4.1 Espectroscopia de absorc¢ao de luz UV-Visivel

Espectros eletronicos envolvem transigoes entre diferentes niveis de
energia dos orbitais moleculares. Radiagdo eletromagnética causa elétrons
oscilantes em resposta ao campo elétrico incidente. Se a freqiiéncia induzida de

oscilagdo coincide (isto €, entra em ressonancia) com a diferenga de energia dos
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dois estados de energia eletronicos, a probabilidade de uma transi¢do se torna
alta®’.

A absor¢ao de radiagdo ultravioleta ou visivel geralmente resulta da
excitacao de elétrons de ligacdo; como conseqiiéncia, os comprimentos de onda
dos picos de absor¢ao podem ser correlacionados com os tipos de ligagdes nas
espécies em estudo. A espectroscopia de absor¢ao molecular €, portanto, valiosa
para identificar grupos funcionais em uma molécula. Mais importantes, no
entanto, sao as aplicacdes da espectroscopia de absor¢ao ultravioleta e visivel na
determinagdo quantitativa de compostos contendo grupos absorventes®.

Existem trés tipos de transi¢des eletronicas que envolvem: elétrons
1,6 e n, elétrons d e fe transferéncia de carga®.

Os niveis eletronicos de energia de moléculas sdo descritos pelos
orbitais moleculares. Quando um elétron sofre uma transicao ele ¢ transferido de
um orbital para outro. Contudo, hd casos em que podemos considerar a
excitacdo localizada em uma ligagado particular ou a grupos de atomos.

Conforme mostrado na Figura 1.6, as energias dos varios tipos de
orbitais moleculares diferem significativamente. Quase sempre o nivel de
energia de um elétron ndo-ligante situa-se entre os niveis de energia dos orbitais
c e m ligantes e antiligantes. As transi¢Oes eletronicas entre certos niveis de
energia podem ocorrer por absorcdo de radiagdo. As transigcdes possiveis de
serem observadas nos espectros eletronicos sdo: 6 - c*, N > oc*, N> n*en
— ¥, Destas transi¢des, a c — o* € 0 unico tipo que pode ocorrer com elétrons
envolvidos em ligacdes simples, por exemplo, o metano, que contém apenas
ligacdes simples C—H e pode, portanto, sofrer apenas transicdes o — o,
apresenta um maximo de absor¢do em 125 nm. Em relacdo a outras transi¢des
possiveis, a energia necessdria para induzir uma transicdo ¢ — c* ¢ alta,
correspondendo a freqiliéncias na regido ultravioleta de vacuo. As transi¢des m
— o* ocorrem em geral em compostos saturados contendo 4&tomos com pares de

elétrons ndo compartilhados, tais como oxigénio, nitrogénio e enxofre. Em geral
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essas transi¢cdes requerem menos energia que o tipo o — o* e podem ser
produzidas por radia¢do na regido entre 150 e 250 nm, com a maior parte dos
picos aparecendo abaixo de 200 nm. As transicoes n — n* e 1 — ©* sdo
consideradas intensas, a maioria das aplicagdes da espectroscopia de absor¢do a
compostos organicos esta baseada em transicoes de elétrons 1 e © para o estado
excitado m*, porque as energias necessarias para esses processos situam-se em
uma regido espectral experimentalmente conveniente (200 a 700 nm). Ambas as
transicoes requerem a presenga de um grupo funcional insaturado para fornecer

. . 62
os orbitais 7 -.
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Figura 1.6 — Niveis de energia eletronica molecular®.

A absorcao de radiacao visivel e de ultravioleta de maior
comprimento de onda estd restrita a um nimero limitado de grupos funcionais
(chamados cromoforos) que contém elétrons de valéncia com energias de
excitacdo relativamente baixas. Os elétrons que contribuem para a absor¢ao por
uma molécula organica sdo aqueles que participam diretamente na formacgao de
ligagdo entre dtomos e, portanto, estdo associados a mais de um atomo e elétrons
nao-ligantes ou isolados externos que estdo comumente localizados em atomos,

A A A 62
como oxigénio, halogénios, enxofre e nitrogénio ™.
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Os grupos responsaveis pela cor escura das SH ainda ndo estdo

completamente estabelecidos, mas se suspeita de uma combinagdo de varios

tipos de estruturas (Figura 1.7). Alguns dos grupos mais comuns sdo':

k 0
Y
0 0 0 -N=0 N ~N=N-
o
0 S
.. P8
-C- ~C=N- -C=C- -C- -N=N-

Figura 1.7 — Cromoéforos presentes nas substancias himicas.

O espectro eletronico ¢ usualmente representado como um grafico
de absorbancia em fun¢do do comprimento de onda da irradiacdo. Dois
parametros sdo usados para caracterizar uma ligacdo: sua energia, dada pelo
comprimento de onda A do maximo da absor¢ao e sua intensidade.

A intensidade da luz cai exponencialmente quando passa através da
amostra. Experimentalmente, sua intensidade ¢ medida usando a lei de Beer-
Lambert para um certo comprimento de onda

logio(Is/T) =ecl (1.1)
onde I, ¢ a radiacdo incidente na amostra, I ¢ a radiagdo transmitida pela
amostra. Em outras palavras, I, — I ¢ a radiacdo absorvida, ¢ ¢ a concentracao da
amostra, / ¢ o caminho 6tico que a radiagdo percorre pela cela e € € o coeficiente
de extin¢ao molar.

Baseado em concentragdes iguais, observou-se que o coeficiente de
extingdo de compostos humicos aumenta com o aumento da massa molecular,
percentagem de carbono, grau de condensacdo e a razao entre carbono de anéis
aromaticos e carbono de estruturas alifaticas. Acidos fulvicos tem uma
capacidade relativamente baixa para absor¢do de luz e o coeficiente de extingao

;e . . . , . ;1 - 19
¢ similar independente da origem do acido fulvico .
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A razao E4/E¢ (definida como a razdo da absorbancia em 465 nm
pela absorbancia em 665 nm) tem sido utilizada como parametro para medida do
grau de conjugagdo e/ou condensagdo dos anéis aromaticos das substancias
hamicas e, portanto do grau de humificagdo".

Os dados obtidos a partir da razdo E4Eg sdo controversos na
literatura e devem ser utilizados e correlacionados com o devido cuidado com
outros parametros espectroscopicos mais precisos, como nivel do tipo

semiquinonas por EPR e grau de aromaticidade por RMN de "*C.

1.4.2 - Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Absor¢ao na regido do infravermelho ¢ causada por movimentos
rotacionais e vibracionais dos grupos moleculares e ligacdes quimicas de uma
molécula. Essencialmente, existem duas vibracoes fundamentais: estiramento,
onde os 4&tomos permanecem no mesmo eixo da ligacdo, porém a distancia entre
0os atomos aumenta e diminui, e, deformag¢do, onde as posi¢des dos atomos
mudam em relacdo ao eixo de ligacdo original. Quando luz infravermelha de
mesma freqiiéncia de vibracdo de estiramento ou de deformacdo incide na
amostra a energia € absorvida e a amplitude de vibracdo ¢ aumentada. Devido a
energia de absorcdo na freqiiéncia de ressonancia, o detector do espectrometro
de infravermelho grava um pico de absor¢do naquele comprimento de onda'’,

Vibragodes tipicas de um grupo de atomos sdo ilustradas na Figura 1.8.
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simétrico assimétrico

vibra¢bes de estiramento

VRV RIVAV

*
-

vibragdes no plano vibragdes fora do plano

vibragbes de deformagéo angular

Figura 1.8 - Algumas vibragdes tipicas de 4tomos. Os sinais + e — significam vibracdes
perpendiculares ao plano do papel®.

A espectroscopia de infravermelho tem sido extensivamente usada

64,65,66 . . y
2 e tem fornecido consideravel

para a pesquisa de substancias humicas
entendimento sobre a natureza, reatividade e arranjo estrutural do grupos
funcionais contendo oxigénio nas substincias htmicas". Espectros no
infravermelho de substincias humicas resultam da absorcdo da radiacao
infravermelha por uma mistura complexa de moléculas que sdo por si proprias
multifuncionais. O resultado do espectro infravermelho contém uma variedade
de bandas que podem indicar diferentes grupos funcionais presentes nesta
mistura complexa'’.

A espectroscopia no infravermelho tem sido usada para estudar as
interacdes das substancias htimicas com metais®. Resultados de estudos de
infravermelho confirmam que grupos COOH tém um papel proeminente na
complexacdo de cations di e trivalentes por substancias humicas. A base para
esta analise é que C=0 da COOH que possui banda de absor¢do em 1.720 cm™
desaparece ap0s reagdo com fons metalicos'”. Os espectros de infravermelho

também podem indicar que grupos OH, C=0O e NH siao envolvidos na

~ . r1: AL ;. 60
complexacao de ions metalicos por substdncias hiumicas™.
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Em complementacdo aos dados obtidos por RMN, as andlises de
FTIR tém sido tradicionalmente usadas para identificar grupos funcionais como:

16,24,19 : ~
“”. Estas informagdes

grupos carboxila, amina, hidroxila, carbonila e outros
sdo uteis, pois, permitem identificar possiveis processos de oxidacao e alteragao
de grupos funcionais, associados aos efeitos de manejos, devido, por exemplo,
ao aumento ou reducdo de aeragdo do solo, mudanca no pH, complexagdo com
micronutrientes provenientes de fertilizantes ou naturalmente ocorrendo no solo,
¢ ainda com metais pesados.

Vibracdes de deformacao geralmente requerem menos energia e sao
encontradas em freqiiéncias menores do que as vibragdes de estiramento.
Estiramento devido a tripla ligagdo (2.300 — 2.000 cm™) é mais forte do que
duplas ligagdes (1.900 — 1.500 cm™) e estas sdo mais fortes do que ligagdes
simples, como C-C, C-O e C-N (1.300 — 800 cm™). Vibracdes de estiramento
envolvendo protons (ex. C-H, O-H e N-H) ocorrem em freqii€ncias entre 3.700 e
2.650 cm™. O estiramento da ligagdo O-H ocorre em freqiiéncia mais alta (3.700
—3.200 cm™) do que para estiramento C-H (3.050 — 2.850 cm™)". Os principais
grupos de absor¢do no IV (regido 400 — 4.000 cm™) nas substancias himicas
sao:

3.395 - 3.400 cm™ (estiramento OH ligado e estiramento N-H);

2.930 cm™' (estiramento CH alifaticos);

1.705 - 1.716 cm™ (estiramento C=0 das cetonas ¢ dos acidos COOH);

1.630 —1.650 cm™ (estiramento assimétrico C-O dos fons carboxilato COO-
estiramento C=C dos anéis aromaticos, estiramento C=0 ¢ deformag¢ao N-H das
amidas primarias);

1.510 cm™ (deformacdo N-H de amida II e estiramento C=C dos aminoacidos);
1.450 cm™ (deformacio C-H dos —-CH2 e —CH3);

1.420 cm™ (estiramento assimétrico C-O, deformagao O-H e deformacao C-O-H
dos COOH e estiramento simétrico dos ions COO-);

1.230 cm™ (estiramento simétrico C-O e deformagio OH dos COOH);
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1.125 cm™ (estiramento C-O de alcoois, éteres, esteres e COOH);
1.035 cm™ (estiramento C-O de polissacarideos).

As impurezas inorganicas encontradas nesta regiao sao:
3.700 cm™ estiramento axial de OH externo da estrutura da caulinita;
3.620 cm™ estiramento axial de OH interno da estrutura da caulinita;
3.520, 3.445,3.390 cm™ estiramento OH em gibbsita;
1.100 - 1.090 cm™ estiramento Si-O-Si; quartzo;

800 — 770 cm™' caulinita, glauconita, montmorilonita, quartzo.

1.4.3 - Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectrometria de ressonancia magnética nuclear ¢ basicamente
uma outra forma de espectrometria de absor¢do, semelhante a espectroscopia de
infravermelho ou de ultravioleta. Sob condigdes apropriadas em um campo
magnético, uma amostra pode absorver radiacdo eletromagnética na regido de
radiofreqiiéncia (rf) em wuma freqiiéncia governada pelas caracteristicas
estruturais da amostra®’. Essencialmente, um experimento de RMN consiste em
posicionar uma amostra entre os polos de um campo eletromagnético e aplicar
uma radiofrequéncia variavel. A excitacdo do ntcleo do estado fundamental
para um estado de energia mais alto resulta na absorcdo de radiacdo a uma
freqliéncia propria, dando um espectro o qual consiste de uma ou mais linhas de
ressonancia. Um espectro de RMN ¢ um registro grafico das freqiiéncias dos
picos de absor¢do contra suas intensidades. O numero e a intensidade dessas
linhas estdo relacionados com a estrutura da molécula®.

Com a técnica de RMN podemos fazer um estudo direcionado para
um determinado nucleo, sendo esta uma das grandes vantagens da técnica.

A espectroscopia de RMN de "C ¢ atualmente a técnica
instrumental mais usada para caracterizacdo das SH do solo, sendo possivel a

utilizagdo de amostras solidas e liquidas®™ """,
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Uma das observacoes de grande interesse na avaliacao da estrutura
de compostos huimicos sdo as possiveis mudangas estruturais destes, que
refletem em alteracdo de suas propriedades nos solos. Tanto a RMN de "*C
quanto a de 'H tém sido aplicadas em estudos relativos a conformagdes e
estruturas moleculares da matéria organica com grande sucesso.

A utilizagdo da espectroscopia de RMN de "°C de estado sélido é
cada vez maior porque possibilita o estudo de substancias que sdo pouco
soluveis ou mesmo insoluveis. A técnica ndo € destrutiva, preservando a amostra
para outras andlises, economizando solventes e permitindo a avaliagdo in situ da
matéria orgdnica do solo. NOVOTNY et al”’, usando a técnica de RMN de °C
em amostras solidas, avaliaram os acidos humicos extraidos das camadas de 0-5
e 5-10 cm de um solo Latossolo Roxo distrofico, do Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC). Segundo PRESTON™, a énfase inicial em estudos com RMN
de °C em 4cidos humicos e acidos fulvicos deve-se a necessidade de isolar a
matéria organica do solo em fragdes soltiveis e com alta concentragdo de
carbono, a fim de sobrepor algumas limitagcdes das técnicas espectrocdpicas
disponiveis. Com o desenvolvimento da RMN de °C e a disponibilidade de
equipamentos de maior poténcia, a técnica de RMN de °C tem sido aplicada, no
estudo da matéria organica, em amostras de solo intactas.

No entanto, esta técnica apresenta algumas limitacdes tais como
baixa sensibilidade devido a pequena abundincia natural da maioria dos
nucleos, entre eles o °C (~1,1%), chamado de nucleo raro, ¢ os tempos de
relaxacdo muito longos que exigem experimentos com longa duragao.

No caso de medidas de estado sélido, para obter espectros de alta
resolugdo, devem ser resolvidos os trés problemas seguintes’:

1 — alargamento devido as intera¢des dipolares heteronucleares
(13C, 1H),

2- alargamento devido a anisotropia do desvio quimico;
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3- baixa sensibilidade devida aos longos tempos de relaxagdo spin-
rede dos nticleos raros (°C).

Estas trés interagdes anisotrdpicas estdo presentes também nos
liquidos, mas, felizmente, sdo eliminadas pelo rapido movimento isotrépico
browniano das moléculas.

Estas limitacdes da espectroscopia de RMN de "°C de estado solido
tém sido melhoradas recentemente com o desenvolvimento de técnicas novas e
sofisticadas tais como: desacoplamento de alta poténcia, técnica de rotacdo
segundo o angulo magico (MAS) e polarizacio cruzada (CP)".

A técnica de desacoplamento ¢ utilizada para o estudo de ntcleos
raros, a eliminagdo do alargamento de linha dipolar internuclear. O campo local
que surge sobre os nucleos raros ¢ devido a presenga de nucleos abundantes,
como exemplo, protons em sélidos organicos. Desde que exista uma interagao
dipolar heteronuclear, ¢ possivel desacoplar os nucleos raros que estdo sendo
observados pelos abundantes. O desacoplamento ¢ feito via redug¢do do
momento magnético efetivo do nicleo abundante, pela aplicagdo de um campo
de radiofreqiiéncia que mantém o momento de dipolo magnético do mesmo em
alta rotag:ﬁo74.

A técnica de rotacdo em torno do angulo magico ¢ usada para
eleiminar a interacdo dipolar (homo e hetronuclear), fazendo a amostra
rotacionar em torno de um certo angulo denominado angulo magico, que ¢ de
54° 44 . Além de eliminar as interagdes dipolares esta técnica elimina também
anisotropias do deslocamento quimico e de interagdes quadrupolares’.

Para superar os problemas relativos a baixa sensibilidade dos
nucleos raros e seus longos tempos de ralaxagao spin-rede foi proposto o método
de dupla ressonincia denominado polarizacdo cruzada’. A idéia basica deste
método € usar a relativamente intensa polarizacdo de spins abundantes para

aumentar, por transferéncia de polarizacdo a pequena polarizacdo dos nucleos
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raros. Desta técnica resulta um sinal de maior intensidade para nicleos raros e
grande reducdo em seus tempos de relaxacio spin-rede’®.

SACHS et al.” utilizaram a técnica de RMN de *C com rotacdo
segundo o angulo magico (MAS) e polarizacdo cruzada (CP) para estudar o
processo de modificagdo quimica de acidos humicos utilizando diazometano.
Foram investigados diferentes acidos humicos naturais modificados e ndo
modificados e acidos hiimicos sintéticos. Através dos resultados encontrados nos
estudos de RMN com "C ligado ao acido himico modificado foi possivel
identificar que grupos sdo afetados pelas modificacdes quimicas.

Através da RMN podemos identificar grupos funcionais que
possibilitam caracterizar a estrutura das substincias humicas. O espectro de
RMN de "C de um é&cido humico ou fulvico, fornece um inventario de
diferentes componentes dos quais o material ¢ composto.

Os principais grupos funcionais detectados por RMN de C em
estado solido em substincias hiimicas sio’®: de grupos alifaticos (0-46 ppm), N-
alifaticos e metoxilicos (46-67 ppm), o-alifaticos (67-94 ppm), di o-alifaticos
(94-110 ppm), aromaticos (110-144 ppm), o-aromaticos (144-164 ppm),
carboxilicos (164-188 ppm) e carbonilicos (188-230 ppm).

1.4.4 - Espectroscopia de Fluorescéncia de Luz UV-Visivel

Na espectroscopia de fluorescéncia ocorre um processo de emissao
0 qual os atomos ou moléculas sdo excitados por absor¢ao de um feixe de
radiacdo eletromagnética. A espécie excitada relaxa, retornando ao estado
inicial, emitindo o seu excesso de energia como fotons’’. Isto presume que
elétrons na molécula de interesse sdo excitados e transferidos de orbitais
moleculares do estado fundamental para orbitais moleculares ligante e anti-
ligante do estado excitado. Transi¢des desse tipo envolvem a promog¢do de

elétrons disponiveis 1 ou 1 para orbitais 7.
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Normalmente uma molécula excitada eletronicamente volta ao seu
estado excitado mais baixo por uma série de relaxagdes vibracionais rapidas e
conversdes internas que ndao produzem emissdo de radiagdo. Assim, a
fluorescéncia comumente se origina de uma transicdo do nivel vibracional mais
baixo do primeiro estado eletronico fundamental. Para a maior parte dos
compostos fluorescentes, entdo, a radiagdo ¢ produzida por uma transicao n
—n* 1 — 7*, dependendo de qual das duas ¢ a menos energética®”. A
fluorescéncia mais intensa e mais Util ¢ encontrada em compostos contendo
grupos funcionais aromaticos com niveis de transicado m — ©* de baixa energia.
Compostos contendo estruturas alifaticas, aliciclicas carbonilicas ou estruturas
de ligacdoes duplas altamente conjugadas também podem apresentar
fluorescéncia, mas em menor numero se comparado ao dos sistemas
arométicos””. Esses processos sdo altamente provaveis em sistemas moleculares
contendo atomos com pares de elétrons desemparelhados como oxigénio e
nitrogénio ou sistemas aromdticos e ou alifaticos insaturados capaz de um
elevado grau de ressonancia, como, delocalizacdo de elétrons, este € o caso das
substancias humicas’®.

O aumento da extensdo do sistema eletronico m e a presenca de
atomos de oxigénio e nitrogénio na estrutura das substidncias humicas tem o
efeito de diminuir a separacdo energética entre o primeiro estado excitado e o
estado fundamental. Logo a energia do foton emitido serd menor deslocando o
comprimento de onda da emissdo fluorescente para valores maiores, 0 mesmo
ocorrendo com substituintes contendo grupos carbonila, hidroxila e amino’.

O espectro de fluorescéncia pode ser obtido em trés modos,
emissdo, excitacdo e varredura de excitacdo sincronizada™. O espectro de
emissdao ¢ obtido medindo-se a intensidade relativa da radiacdo emitida como
uma func¢do do comprimento de onda, a um comprimento de onda de excita¢dao
constante. O espectro de excitagdo ¢ obtido medindo-se a intensidade de

luminescéncia em um comprimento de onda fixo, enquanto o comprimento de
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onda de excitagdo ¢ variado. O espectro de varredura sincronizada de excitacao ¢
obtido pela medida da intensidade de fluorescéncia durante uma varredura
simultaneamente de ambos os comprimentos de onda, excitagdo e emissdo, €
mantendo constante entre eles, uma diferenca de comprimento de onda
otimizada AA= Aem - Aexc.

A fluorescéncia de um composto aromatico com substituintes
acidos ou basicos no anel ¢ normalmente dependente do pH. Tanto o
comprimento de onda como a intensidade de emissd@o possivelmente serdo
diferentes para as formas ionizada ou ndo-ionizada do composto. As mudangas
na emissao de compostos destes tipos surgem do nimero diferente de espécies
ressonantes associadas as formas basica e acida das moléculas. Essas
observacdes sugerem que procedimentos analiticos baseados na fluorescéncia
freqiientemente requerem controle do pH®. As propriedades fluorescentes das
SH variam marcantemente com o pH de acordo com sua natureza e origem'".
Como a fluorescéncia depende do grau de conjugacao da molécula, e a
ocorréncia de ligagdes de hidrogénio intramoleculares pode aumentar ou
diminuir a conjugacao de grupos vizinhos, a intensidade da fluorescéncia pode
variar com a ocorréncia deste tipo de ligagdo em fungdo de variagdes da
concentracio de eletrélitos e do pH do meio”.

A espectroscopia de fluorescéncia aplicada nos estudos de
substancias humicas pode fornecer informagdes muito importantes, tais como: a
diferenciacdo e classificacio das substancias humicas baseadas nas
caracteristicas estruturais tipicas responsaveis pela fluorescéncia nas moléculas

a . , .« 5780
de substancias humicas

e de parametros, incluindo massa molar,
concentragao, pH, for¢a idnica, temperatura e potencial redox, que afetam o
comportamento da fluorescéncia das substancias himicas e o estudo de aspectos
qualitativos a nivel molecular das interagdes das substancias humicas com

r Jay * 4 r1s: 178
moléculas organicas e ions metélicos "".
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A espectroscopia de fluorescéncia também tem sido utilizada para
investigar modelos de 4cidos himicos®*>. MIANO er al® utilizaram a
espectroscopia de fluorescéncia para estudar nove modelos poliméricos de
acidos humicos sintetizados por polimerizagdo enzimatica utilizando acidos
hidroxifenol, hidroxitolueno e hidroxibenzodico. Os espectros de emissdao dos
modelos de 4cidos humicos apresentaram bandas largas e intensas em torno de
440 a 465 nm, ¢ indicou um arranjo molecular menos complicado do que os

acidos humicos naturais.

1.5 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO POR TAMANHO

A cromatografia de exclusdo por tamanho ¢ uma técnica poderosa
aplicavel particularmente a espécies de alto peso molecular. Os empacotamentos
para a cromatografia de exclusao por tamanho consistem de particulas pequenas
(= 10 pm) de silica ou de polimero contendo uma rede de poros uniformes nos
quais moléculas do soluto e do solvente podem se difundir. Enquanto estdo nos
poros, as moléculas estdo efetivamente retidas e ausentes do fluxo da fase
movel. O tempo médio de residéncias nos poros depende do tamanho efetivo das
moléculas do analito. Moléculas maiores do que o tamanho médio dos poros da
fase estacionaria sao excluidas e essencialmente niao sofrem retencdo. Essas
espécies sdo as primeiras a serem eluidas. Moléculas com diametros
significativamente menores do que os poros podem penetrar ou permear através
do emaranhado de poros e ficar retidas por tempos maiores. Estas sao as ultimas
a serem ecluidas. Entre esses dois extremos, estdo as moléculas de tamanho
intermediario cuja penetragdo média nos poros da fase estacionaria depende de
seus diametros. Dentro desse grupo, ocorre fracionamento, que estd diretamente
relacionado com o tamanho da molécula e, em alguma extensao, também com a
sua forma. As separacdes de exclusdo por tamanho ndo envolvem interacao
fisica ou quimica entre o analito e a fase estacionaria. Tenta-se evitar essas

. ~ . A . 62
interacdes porque pioram a eficiéncia da coluna™.
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Diversas propriedades da matéria organica do solo dependem do
seu tamanho molecular, como por exemplo a ligagio com fons metalicos®”.
Logo, o conhecimento da distribuigdo do tamanho molecular da matéria
organica do solo ¢ essencial para a compreensdao do seu papel em importantes
processos de pedogénese e absorcao de metais pelas plantas.

Este tipo de fracionamento por tamanho molecular ¢ importante
porque a capacidade das substancias humicas de complexar metais estd
relacionada ao tamanho molecular®.

NOVOTNY et al.® utilizando esta técnica, isolaram duas fracdes,
com diferentes caracteristicas de absor¢do de luz na regido do visivel, contidas
nos AH de solos submetidos a diferentes manejos e mostraram que o cultivo
aumentou a propor¢ao de substancias humicas com menor tamanho molecular,
sendo que a fracdo de maior tamanho molecular mostrou maior razao E,/Eg.

A cromatografia de permeagdo em gel ¢ muito utilizada para a
determinacao dos valores de massas molares da matéria organica do solo ou sua
distribui¢do, porém esta técnica apresenta certas limitagdes como por exemplo: a
interagdo do gel com o material sendo analisado/fracionado e a impossibilidade
de trabalhar-se com fluxos maiores durante a cromatografia tornando tal
procedimento demorado.

A cromatografia de exclusdo em vidro de porosidade controlada
utiliza como leito cromatografico o vidro de porosidade controlada que sdo
granulos de vidro permeados por uma vasta rede interconectada de poros com
tamanho controlado.

O uso da cromatografia de exclusdo em vidro de porosidade
controlada, para a andlise e fracionamento de misturas de substancias organicas,
apresenta algumas vantagens em relagdo aos classicos géis organicos: ela €
relativamente inerte a maioria das substancias e permite fluxos 5 a 10 vezes
maiores reduzindo significativamente o tempo de analises. Outras vantagens do

vidro de porosidade controlada sdo: sua alta resisténcia mecanica o que
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possibilita a manuten¢do do fluxo mesmo com variacdoes na pressao interna;
termoestabilidade e portanto pode ser autoclavada; pequena variagdo na
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distribui¢do do tamanho de poros; e imunidade a degradacao microbiana'.

1.6 - MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

O microscopio de forca atdmica (AFM), permite resolugdo de
atomos individuais tanto em superficies condutoras como isolantes. Nesse
método, uma alavanca flexivel e sensivel a forca ¢ deslocada com um padrao de
rastreamento sobre a superficie da amostra. A for¢a que age entre a alavanca ¢ a
superficie da amostra causa flexdes diminutas da alavanca, que sdo detectadas
por meios Opticos. A movimentagdo da ponta, ou as vezes a amostra ¢
conseguida com um tubo piezoelétrico. Durante uma varredura, a for¢a na ponta
¢ mantida constante pela movimentagao para cima e para baixo da ponta, o que
fornece a informagao topografica. A vantagem do microscépio de forca atdbmica
¢ que ele é aplicavel a amostras ndo-condutoras®.

A Figura 1.9 mostra esquematicamente o método mais comum de
se detectar a flexdao da alavanca que segura a ponta. Um feixe de laser ¢ refletido
de um ponto na alavanca para um fotodiodo segmentado que detecta o
movimento da sonda. A saida do fotodiodo entdo controla a forma aplicada a

ponta, de modo que ela fica contante®.
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piezoelétrico

Figura 1.9 — Vista lateral de um detector otico de deflexdo. Tipicamente, o sistema ¢
sensivel até 0,01 mm quando a ponta varre a superficie da amostra®.

A Figura 1.10 mostra o projeto comum de um microscopio de forga
atdmica (AFM). O sistema de movimento ¢ um dispositivo piezoelétrico tubular
que move a amostras nas direcdes X, y € z sob a ponta. O sinal do detector de
feixe de laser € entdo realimentado ao trandutor piezoelétrico da amostra, o que
faz a amostra se movem para cima e para baixo para manter uma forca contante

62
entre a ponta € a amostra .

Imagem

Controle da amostra e
aquisigio de dados

Detecgido de forga

Alavanca

Suporte
Ponta

Amostra

Amostra piezoelétrica

(controle x, y, z)

Realimentacio

Figura 1.10 — Projeto tipico de um microscépio de forca atdmica (AFM)®.
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Essa técnica, que permite resolucdo em nivel atomico, tem sido
atualmente aplicada a estudos estruturais dos constituintes do solo™. A
microscopia de forca atdmica tem fornecido valiosas contribuigdes no campo de
pesquisa em solos e dos materiais ambientais®”**,

A microscopia de forca atomica pode fornecer informagdes
estruturais e morfoldgicas das substancias humicas que ndo sdo possiveis por
outras técnicas. Em resultado recente foram utilizados dados de microscopia de
tunelamento e de programas de simulagdo em computador para amostras de
acido citrico na busca de um modelo estrutural para as substincias humicas® .
Em outro trabalho recente com microscopia de for¢a atdmica de acidos fulvico
adsorvidos em mica”, identificaram estruturas na forma de esponja com anéis
lembrando hexagonos alongados com a maior dimensdo de cerca de 15 nm e
pequenas esferas de 10 a 50 nm. Este tipo de informacgao ¢ relevante, pois muita
controvérsia existe com relacdo a estrutura das substincias humicas ¢ sua
dependéncia com parametros como origem, pH, forca idnica, concentracdo e

outros.

1.7 - TITULACAO CONDUTOMETRICA

Condutancia eletrolitica G em Siemens (Ohms '), ¢ uma medida da
habilidade de uma solu¢do para conduzir eletricidade. Se um ion ¢ colocado
entre dois eletrodos de cargas opostas em um campo elétrico, eles migrarao para
o eletrodo de carga oposta, conduzindo eletricidade. Como os ions em solugao
conduzem eletricidade, a natureza dos ions ¢ 0 movimento desses ions em um
solvente particular determinam a magnitude da condutividade eletrolitica. A
natureza dos ions pode ser descrita por propriedades como o tamanho, carga,
mobilidade e concentracao. O movimento dos ions pode estar relacionado com a
temperatura da solu¢do e a viscosidade do solvente. Com aumentos na
temperatura os ions movimentam-se mais rapidamente e conduzem maior

eletricidade. Um aumento na viscosidade reduz a velocidade de movimento dos
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ions. A constante dielétrica de um solvente também afeta a condutividade
eletrolitica’’.

Todos os ions em solugdo contribuem para a condutividade
eletrolitica, e, ndo podem ser distinguidas as contribui¢des individuais de cada
ion, ndo podendo diferenciar os ions. Assim, condutividade eletrolitica ndo ¢
especifica. Medidas de solucdes de um eletrdlito simples sdo usadas para
determinar propriedades daquele eletrolito’.

Em titulagdes condutométricas um ion € substituido por outro de
diferente condutancia equivalente. A solu¢do inicial titulada freqiientemente ¢
um 4cido ou uma base. fons de hidrogénio ou hidroxido tem a maxima
condutividade equivalente. Em ordem decrescente de condutividade, um acido ¢
usado como o titulante para titular uma base e vice-versa. Como os ions
hidrogénio ou hidréxidos comecam a serem consumidos na formacgao de agua e
sdo substituidos em solucdo por cations ou anions de menor condutividade, a
condutividade decresce. Depois de ter alcangado o ponto final a condutividade
aumenta com o excesso de acido ou base adicionado. O ponto final ¢ obtido por
extrapolagdo da medida proxima do ponto final’'.

Resultados variaveis foram obtidos usando titulagdo condutométrica
para estudarem-se acidos hiimicos. A revisio de FLAIG ef al.”* mostra que nas
curvas de titulacdo condutrométricas das substancias humicas ocorrem tanto
poucas quebras como apenas uma, ou mais quebras como quatro. Por exemplo,
curvas de titulagdo condutométrica obtidas por SCHNITZER e SKINNER™ para
a matéria organica do horizonte B, de um solo Spodosol mostrou um minimo
utilizando titulagdo condutométrica com NaOH, mas um total de quatro com

Ca(OH),.

1.8 - TITULACAO POTENCIOMETRICA

Potenciometria pode ser simplesmente descrita como a medida de

um potencial em uma cela eletrolitica. Ela ¢ a tinica técnica eletroquimica que
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mede diretamente o potencial em um equilibrio termodinamico. Uma das
caracteristicas exclusiva da potenciometria ¢ a possibilidade de monitorar a
atividade de um ion em uma amostra, independente da concentragdo. Uma das
mais comum e antiga aplicacdo da potenciometria ¢ a determinacdo do pH.
Através da potenciometria podemos determinar ions em estado de oxidagdo
especifico, constantes de estabilidade, velocidade e mecanismos de reacao, etc.
Porém uma das limitagdes desta técnica ¢ o efeito de matriz (diferengas na forca
10nica, a influéncia no potencial de jungdo por eletrolitos presentes na amostra e
a presenca de espécies que podem sujar a superficie ativa do eletrodo)’.

Segundo ABATE ¢ MASINI™ técnica potenciométrica possui uma
grande vantagem sobre as demais, pois determina a atividade dos ions sem
influenciar o equilibrio quimico da solucdo. Eles utilizaram eletrodos
potenciométricos de amalgama para o estudo da complexacdo em substancias
hiimicas. A capacidade de complexacdo e as médias das constantes de
estabilidades condicionais foram determinadas em pH = 6,00 + 0,05 em meio de
2,0 x 102 mol L de nitrato de sddio, usando o método de Scatchard. SOUZA®
utilizou curvas potenciométricas de titulagdo, feitas com hidroxidos de soédio e
de bario, em condi¢des de forca i0nica constante, para estudar o carater acido
das substancias hiimicas, constantes de troca com cations metalicos, constantes
de ionizagdo e afinidades com cations metalicos. Em seu estudo das constantes
de troca de cations para as substancias humicas SOUZA” observou grande
interacdo de cations divalentes com as substiancias humicas em relacdo aos
cations monovalentes. A porcentagem de troca para os divalentes foi bem
superior aos monovalentes.

POSNER™ observou variacdes nas curvas de titulacdo de acidos
hiimicos com a for¢a idnica e concluiu que os acidos himicos nao sao eletrolitos
tipicos no qual a ionizagdo foi influenciada pela carga na molécula da forma
como ela foi neutralizada. Curvas de titulacdo na presenga de LiCl, KCI e NaCl

foram identicas, indicando a auséncia de formacao especifica de complexo.



CAPITULO 2 MATERIAIS E METODOS

2.1 AMOSTRA DE SOLO

A amostra utilizada para extracdo do acido humico foi originaria de
area sob 9 anos de manejo, em argissolo vermelho, com o seguinte tratamento:

plantio direto com as culturas aveia com ervilhaga/ milho com caupi (AH1).

2.2 PREPARO DA AMOSTRA DE SOLO PARA A EXTRACAO

Realizou-se na amostra de solo uma limpeza manual para retirada
de raizes e restos de plantas, em seguida foi destorroadas em moinho para solo e

passada por peneira de 2 mm de abertura de malha.

2.3 EXTRACAO E FRACIONAMENTO DAS SUBSTANCIAS
HUMICAS

A extragao do acido humico foi realizada segundo a metodologia da
Sociedade Internacional de Substancias Humicas (IHSS). Inicialmente fez-se
uma extragdo com acido cloridrico 0,1 mol L™ na proporgdo de 1g solo: 10 mL
de solugdo durante uma hora sob agitacdo. O sobrenadante ¢ a primeira fragdo
do acido falvico (AF), que foi reservada para posterior recuperacdo do mesmo.
Em seguida adicionou-se ao precipitado hidréxido de sodio 0,1 mol L' na
propor¢do de 1 g solo: 10 mL de solu¢do e deixou-se 24 horas sob agitagao.
Centrifugou-se o sobrenadante alcalino durante 25 min a 9160 rpm para
eliminacdo de argila, acidificou-se com 4cido cloridrico 6 mol L™ até pH 2 ¢
deixou-se em repouso por 24 h. A fracdo do acido hiimico (AH) ¢ o precipitado

e o sobrenadante ¢ a segunda fragao do acido fulvico (AF) que foi reservada.
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2.4 PURIFICACAO DO ACIDO HUMICO

Realizou-se a purificacdo do &cido humico redissolvendo o
precipitado em solugdo diluida de hidroxido de potassio 0,1 mol L e adicionou-
se cloreto de potassio solido para completar uma concentracio de ions K
equivalente a 0,3 mol L. Centrifugou-se a solugdo para eliminagio dos sélidos
suspensos ¢ filtrou-se com papel de filtro. Posteriormente, reprecipitou-se o
acido humico acidionando acido cloridrico 6 mol L™ até pH 1 e deixou-se em
repouso durante 16 h. Submeteu-se o 4cido humico precipitado a didlise durante
quatro dias em agua MiliQ até eliminagdo de ions cloreto. Finalmente o acido
humico foi liofilizado e armazenado em dissecador.

Para a didlise utilizaram-se membranas Spectra/Por 6-8 000D que
foram preparas para o uso de acordo com a metodologia de MC PHIE”

limpando-as das substincias preservadoras.

2.5 SINTESE DO ACIDO HUMICO*®*

Em trés dos nossos experimentos, dissolveu-se em 60 mL de dgua
contendo 2,8g de hidroxido de potassio (0,05 mol), as seguintes substancias
precursoras: a) 5,5g (0,05 mol) de hidroquinona(AHSI); b) 5,4g (0,05 mol) de p-
benzoquinona(AHSII); ¢) 5,5 g (0,05 mol) de hidroquinona com 2,74 g (0,02
mol) de acido 4-aminobenzoico(AHSIII).

Colocou-se cada uma destas solu¢cdes em um frasco o qual foi
borbulhada com ar purificado em uma razio de 1 L min". Purificou-se o ar
passando-o por um frasco de 40 cm carregado com hidroxido de sédio sélido, e
borbulhado em outro frasco contendo solugdo de hidréxido de sodio 0,83 mol L
'. Depois de vinte ¢ duas horas de reago, a mistura torna-se viscosa e marrom.
Tratou-se esta mistura com 6 mL de acido cloridrico concentrado com agitagao.
Coletou-se o precipitado marrom-escuro por filtracao, e lavou-se repetidamente

com agua destilada e secou-se por um dia em ar e depois em estufa a (60°C).
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2.6 ANALISE ELEMENTAR

As analises quimicas elementares foram feitas utilizando o aparelho
CHNS-O da marca CE-Instruments EAGER 200, do Departamento de Quimica
da UFSCar.

2.7 DETEMINACAO DO TEOR DE CINZAS

Fizeram-se as determinagdes do teor de cinzas pesando-se e
calcinando-se aproximadamente 10 mg de amostra (AH1, AH2, AHSI, AHSII ¢
AHSIII), em cadinho de platina a uma temperatura de 600 °C durante 2 horas.

Calculou-se o teor de cinzas por diferenca de massas.

2.8 MEDIDAS CONDUTOMETRICAS

As medidas de condutincia foram obtidas utilizando-se uma célula
condutométrica marca Digimed modelo DMC — 010 de K= 0,934 cm’
(padronizada com 4cido cloridrico 0,01 mol L") conectada a um condutivimetro
Micronal, modelo B 330. Para temperatura a 25°C utilizou-se um banho

termostatizador, marca Etica.

2.9 MEDIDAS POTENCIOMETRICAS

As medidas potenciométricas foram realizadas utilizando-se um
eletrodo de vidro combinado da Analyser com solucdo interna de cloreto de
potassio 0,50 mol L' saturado com AgCl. O eletrodo de vidro estava conectado
a um pHmetro da Orion, Expandable lon Analyser, modelo EA 940. Para manter
a temperatura constante a 25°C, utilizou-se um banho termostatizador, marca

Etica.
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2.10 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes comerciais empregados foram de pureza
analitica (PA) e a 4gua utilizada no preparo das solugdes foi destilada e passou

um fluxo de nitrogénio sobre esta, afim de remover didxido de carbono presente.

2.11 PROCEDIMENTO PARA DETERMINA’CAO DA ACIDEZ
TOTAL DOS ACIDOS HUMICOS SINTETICOS POR
TITULACAO CONDUTOMETRICA

Pesou-se 0,0912g de amostra acido humico sintético (AHSIII)
obtido a partir dos precursores hidroquinona e 4cido 4-aminobenzoico e cerca de
0,1028 g de amostra de acido humico sintético (AHSII) obtido a partir do
precursor p-benzoquinona. Adicionou-se a massa de cada amostra 5,1 mL de
dimetil sulféxido concentrado e 50,08 mL de solu¢do de agua, medida em uma
pipeta aferida. Borbulhou-se nitrogénio para remog¢ao de CO,. Deixou-se sob
agitacdo por 30 minutos na célula potenciométrica termostatizada a 25°C, e
titulou-se condutometricamente cada amostra separadamente com adigdes de
hidréxido de sodio, hidréxido de sédio 0,102 mol L' & amostra de AHSIII e
hidroxido de sédio 0,052 mol L a amostra de AHSII. Calcularam-se os valores
de neutralizagdo (neutralizando grupos carboxilicos) e de grupos dacidos

fenolicos, muito fracos.

2.12 PROCEDIMENTO PARA CALIBRACAO DOS
ELETRODOS DE VIDRO

O cletrodo foi utilizado em condi¢des de forca idnica constante 0,5
mol L, mantida com cloreto de potassio. Nestas condi¢des as medidas se
referem a um p[H'] ou p[OH] expressando concentra¢des idnicas e ndo as
atividades 10nicas convencionais

Lavou-se o eletrodo de vidro com uma solucdo de cloreto de
potassio 0,5 mol L™ e deixou-se em repouso por alguns minutos em um béquer

contendo cloreto de potéassio 0,5 mol L', na mesma concentracao do eletrolito
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contido no eletrodo de referéncia, em condi¢cdes de eliminar o potencial de
juncdo. Em seguida o eletrodo permaneceu em repouso em solucdo cloreto de
potassio 0,5 mol L. Realizou-se a calibracdo do eletrodo de vidro para a regido
acida e para a regiao alcalina.

Para a calibragdao do eletrodo de vidro na regido acida colocou-se
em uma cela termostatizada a 25°C 50,07 mL de solugdo cloreto de potassio 0,5
mol L™ e titulou-se com uma solu¢dao mista de &cido cloridrico 0,020 mol L
cloreto de litio 0,016 mol L™ e cloreto de potassio 0,464 mol L. Esta solugdo
com eletrolito misto contendo Li" compensa a alta mobilidade idnica dos ions
H’, controlando potenciais de jungdo em meio 4cido.

Para a calibragdo do eletrodo de vidro na regido alcalina colocou-se
em uma cela termostatizada a 25°C 50,07 mL de solugao cloreto de potassio 0,5
mol L' e titulou-se com uma solugdo mista de hidroxido de potassio 0,02 mol L~
! KCLLCOO 0,06 mol L' e cloreto de potassio 0,42 mol L' O jon
tricloroacetato compensa a alta mobilidade idnica dos ios OH-, praticamente

eliminando potenciais de jungao.

2.13 PROCEDIMENTO PARA DETERMINACAO DE pK’s DOS
ACIDOS HUMICOS SINTETICOS POR TITULACAO
POTENCIOMETRICA EM FORCA IONICA AJUSTADA

Realizaram-se titulagdes potenciométricas em forga i6nica 0,500
mol L ajustada com cloreto de potassio.

Calibrou-se o eletrodo de vidro na regido acida, com uma solucao
mista de acido cloridrico 0,020 mol L™, cloreto de litio 0,016 mol L™ e cloreto
de potassio 0,464 mol L™'. Nestas condicdes p[H+] = -log[H+] = 1,689.

Em seguida, calibrou-se o eletrodo de vidro na regido alcalina, com
uma solu¢do de hidroxido de potassio 0,02 mol L', KCI,CO0 0,06 mol L' e
cloreto de potassio 0,42 mol L. Nestas condi¢cdes p[H+] = 13,756 — p[OH-],
sendo este 13,756 o valor de Ky’ nestas condi¢des de forca idnica’ . O valor de

p[OH-] provém de calculo pela diluicdo do hidréxido de potdssio durante a
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titulacdo. As medidas potenciométricas da célula com o eletrodo de vidro eram
feitas em potenciais, Volts, os quais eram convertidos em valores de p[H+] em
programa escrito em linguagm QUICKBASIC, de uso regular neste grupo de
pesquisa’.

Pesou-se separadamente cerca de 0,05 g de amostra de AHSIII e
0,05 g de amostra de AHSII e adicionou-se a massa pesada de cada amostra 0,5
mL de dimetil sulféoxido concentrado e 50,07 mL de solucdo de cloreto de
potassio 0,5 mol L™, e entdo mediu-se o potencial de cada solugio.

Deixou-se a solucdo sob agitacdo por 10 minutos, na célula
potenciométrica termostatizada a 25°C, e titulou-se potenciometricamente com
adi¢des de solugdo de hidroxido de potéassio 0,0300 mol L™, KCI;COO 0,06 mol
L' e cloreto de potassio 0,038 mol L™

2.14 COMPLEXACAO DE METAIS NAS AMOSTRAS DE
ACIDOS HUMICOS SINTETICOS

Em 0,1 g de AH sintético (AHSII e AHSIII) adicionou-se 40 mL de
solugdio de metal 0,1 mol L™ (Sulfato de Cobre, Ferro e ou Manganés) e agitou-
se por 16 horas. Apds o tempo de agitacdo centrifugaram-se as amostras a 2.200
rpm por 20 min e o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se dgua deionizada
(10 mL) as amostras e agitou-se por 10 min e centrifugou-se novamente,
repetindo-se este procedimento de lavagem por mais duas vezes. A seguir o
precipitado foi coletado e liofilizado.

As amostras de acidos humicos sintéticos AHSII e AHSIII foram
denominadas: AHSII-Cu e AHSIII-Cu (com cobre complexado), AHSII-Fe ¢
AHSIII-Fe (com ferro complexado) e AHSII-Mn ¢ AHSIII-Mn (com manganés

complexado).

2.15 ANALISE DE FTIR

Para realizar as medidas foram preparadas pastilhas na proporcao

de Img de amostra (4cidos humicos sintetizados e compostos de partida
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hidroquinona, p-benzoquinona e 4cido 4-aminobenzdico) para cada 100mg de
KBr. Os espectros foram obtidos a partir de 64 varreduras no intervalo de 4000 a
400cm™ com resolugio espectral de 4 cm’™.

O espectrometro de FTIR utilizado foi o Perkin-Elmer modelo

Paragon 1000, da Embrapa Instrumentagdao Agropecudria, Sao Carlos, SP.

2.16 ANALISE POR RMN

Os espectros de RMN de estado solido, foram obtidos em um
espectrdmetro Varian (Unity 400), que opera em 400 MHz para o 'H da
Embrapa Instrumentacdo Agropecudria, Sao Carlos, SP. Os espectros foram
obtidos utilizando a seqiiéncia de RMN de "“C polarizagio cruzada com
amplitude variavel e rotacao no angulo magico (VACP/MAS), empregando uma
sonda para amostras so6lidas com marca Doty. A freqiiéncia de ressonancia foi
100,58 MHz (**C), a banda espectral utilizada para a polariza¢io cruzada foi de
50 KHz, tempo de contato de 1 ms, tempo de repeticdo de 500 ms, tempo de
aquisicdo (AT) de 0.0128 ms e nimero de transientes (NT) = 9600 e os
espectros foram filtrados com fun¢do de decaimento exponencial (LB) = 100
Hz. A amostra de acido htimico purificado (AH1) e acidos humicos sintéticos
(AHSI, AHSII, AHSIII) foram medidas em rotores de zirconia de 5 mm, com

rotacdo em torno do dngulo magico de 8 KHz.

2.17 ANALISE POR FLUORESCENCIA

Para a obten¢do dos espectros de fluorescéncia foram utilizadas
amostras dos acidos humicos sintéticos (AHSII, ASHIII) e sintéticos com metais
complexados (AHSII-Cu, AHSII-Fe, AHSII-Mn, AHSIII-Cu, AHSIII-Fe,
AHSIII-Mn) ambos obtidos de acordo com as metodologias descritas nos itens
2.5 e 2.14, respectivamente. Os espectros de fluorescéncia foram realizados num
espectrometro de luminescéncia Perkin Elmer LS50B pertencente a Embrapa

Instrumentacao Agropecuaria, Sdo Carlos, SP, utilizando solugdes de 10 mg kg
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! preparadas por diluigdo a partir de solugdes de 2 mg de amostra em 10 mL de
NaHCO5 0,05 mol L™, O pH dessas solucdes foi ajustado para 8 com adicdo de
NaOH ou HCI diluido. Os espectros de fluorescéncia foram adquiridos em 2
modos: excitacdo com emissao em A = 500 nm e emissao com excitacdo em A =
330 nm. A abertura das fendas de entrada e saida foi 10 nm e a velocidade de

aquisicdo foi de 120 nm min.

2.18 ANALISES USANDO UV-VISIVEL

Para a obtencdo dos espectros de UV-Visivel foram utilizadas
amostras de acido htimico natural (AHI1), extraida de solo de acordo com as
metodologias descritas nos itens 2.3 e 2.4, sintéticos (AHSI, AHSII e ASHIII) e
sintéticos com metais complexados (AHSII-Cu, AHSII-Fe, AHSII-Mn, AHSIII-
Cu, AHSIII-Fe, AHSIII-Mn) ambos obtidos de acordo com as metodologias
descritas nos itens 2.5 e 2.14, respectivamente.

Os espectros de ultravioleta foram realizados num
espectrofotdometro  Shimadzu UV-1601 PC pertencente a Embrapa
Instrumentacao Agropecudria, Sdo Carlos, SP, utilizando solug¢des de 10 mg kg
! preparadas por diluigdo a partir de solugdes de 2mg de amostra em 10 mL de
NaHCO; 0,05 mol L™, ajustadas para pH 8. As medidas foram realizadas na
regido de 200 a 800 nm.

2.19 ANALISE VIA CROMATOGRAFIA POR EXCLUSAO DE
TAMANHO

Utilizou-se para o fracionamento o sistema cromatografico Biologic
LP System (Biorad) constituido de uma bomba peristaltica, sistemas de valvulas
¢ misturador de eluentes, detectores de condutividade e de UV-Vis (254 ¢ 280
nm) equipado com uma célula de fluxo e um coletor de fragdes. Realizou-se as
medidas de absorbancia em 254 nm. O sistema estava conectado a um
microcomputador que registrava os cromatogramas. Utilizou-se uma coluna

cromatografica com 1 cm de diametro interno (Biorad) e 5 cm de comprimento



Capitulo 2 — Materiais e Métodos 59

que foi preenchida com vidro de porosidade controlada com tamanho de 120-
200 mesh e didmetro de poros de 16,5 nm. Utilizou-se como eluente NaHCO;
(0,05 mol L™). Este eluente foi previamente evacuado a fim de minimizar-se o
problema com gases dissolvidos. Realizou-se a calibracdo da coluna utilizando
Blue Dextran, um polissacarideo com peso molecular de 2.000.000 Daltons.

As amostras utilizadas foram as de acido himico natural (AH1),
extraida de solo de acordo com as metodologias descritas nos itens 2.3 ¢ 2.4,
sintéticos (AHSI, AHSII e ASHIII) e sintéticos com metais complexados
(AHSII-Cu, AHSII-Fe, AHSII-Mn, AHSIII-Cu, AHSIII-Fe, AHSIII-Mn) ambos
obtidos de acordo com as metodologias descritas nos itens 2.5 e 2.14,
respectivamente. Para o fracionamento foram dissolvidos 5 mg das amostras em
10 mL da solugio eluente NaHCO; 0,05 mol L™, e ajustadas para pH 8. O fluxo

do eluente utilizado foi de 5 mL min™".

2.20 ANALISE UTILIZANDO MICROSCOPIA DE FORCA
ATOMICA

As suspensdes dos AHs foram preparadas em solucdo aquosa e
agitadas durante trés dias, protegidas da luz. As suspensdes foram preparadas na
concentragio de 100 mg L' e o pH das suspensdes foi ajustado para 3,5.
Prepararam-se suspensoes do acido humico natural (AH1), extraido de solo de
acordo com as metodologias descritas nos itens 2.3 e 2.4, sintéticos (AHSI,
AHSII e ASHIII) e sintéticos com metais complexados (AHSII-Cu, AHSII-Fe,
AHSII-Mn, AHSIII-Cu, AHSIII-Fe, AHSIII-Mn) ambos obtidos de acordo com
as metodologias descritas nos itens 2.5 e 2.14, respectivamente.

Para a fixacao das amostras foram utilizadas laminas de mica (sem
tratamento prévio) como substrato. A fixacdo das amostras de AH foi feita
colocando-se ldminas recém clivadas em uma suspensao aquosa diluida de AH
(100 mg L") sob agitacdo constante, durante um dia. O pH da solug¢io de AH foi

ajustado para 3,5 com HCl 0,01 mol L. Apds agitagdo as laminas foram
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lavadas com agua Milli-Q, e colocadas para secar em uma placa de Petri em um
dessecador por aproximadamente 12 horas e analisadas por AFM.

As imagens foram obtidas usando um microscépio de forga atdmica
(AFM) da linha Topometrix, Discoverer, modelo TMX 2010, da Embrapa
Instrumentagdio Agropecudria, Sio Carlos, SP, equipado com scanner 7 x 7 pm’
de area de varredura. Utilizou-se a técnica de contato para obtencdo das
imagens. O conjunto haste-agulha utilizado foram de nitreto de silicio (de
formato em “V”) e a constante elastica, k, de nitreto de silicio é em torno de
(0,13+0,01) N m™". Os valores de comprimento das hastes e do raio da ponta, R,
foram obtidos através da Microscopia Eletronica de Varredura (SEM). O valor
do raio de curvatura das pontas, R, foi de (80£10). O software utilizado para
tratamento de imagens foi o WSxM 4.0 develop 4.4, Nanotec Electronica S. L.
(Copyright © November 2003). As imagens foram obtidas em velocidade de
varredura menor que 2 H e durante a obtencdo de imagens alguns cuidados
importantes foram tomados, como por exemplo o ajuste do sef point para valores
mais baixos possiveis, resultando em pequenas forcas aplicada a superficie.

As imagens foram obtidas em temperatura ambiente (25+2)°C ¢

umidade relativa em torno de 50%.



CAPITULO 3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SINTESE DO ACIDO HUMICO

Sabe-se que polihidroxifendis como as hidroquinonas e¢ também
quinonas como a p-benzoquinona, sdo muito sensiveis a agdo de solucdes
alcalinas e levam a produtos poliméricos conhecidos como 4acidos humicos
sintéticos (AHS). Uma das reacdes paralelas que podem ocorrer
simultaneamente com a reagdo de polimerizagdo ¢ a degradagdo do
polihidroxifenol e quinona formando produtos alifaticos oxidados™®. A Figura
3.1 mostra os possiveis polimeros resultantes da reacdo de polimerizagao

oxidativa da hidroquinona e p-benzoquinona em meio alcalino.

Figura 3.1 — Possiveis estruturas dos polimeros resultantes da reagdo de polimerizagao
oxidativa da hidroquinona e p-benzoquinona em meio alcalino.

O proposito de sintetizarem-se esses polimeros foi de que as
informagdes sobre a estrutura obtidas a partir desses precursores sintéticos
possam ser usadas para um melhor entendimento da complexa estrutura dos
acidos humicos naturais. Desse modo, para a utilizagdo desses polimeros
chamados de 4cidos hiimicos sintéticos, fizeram-se alguns estudos relacionados

a estrutura quimica dos mesmos visando encontrar similaridades entre os acidos
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hiimicos sintéticos e o natural. Os resultados desses estudos demonstraram que
existem similaridades entre os &4cidos humicos sintético e o natural. A
polimerizagao em presenca de moléculas contendo nitrogénio poderia introduzir
no polimero este elemento em niveis de concentracao que se aproximam daquele
normalmente observado em substancias htmicas, 0,8-4,3%, tornando mais
convenientes ou mais realisticos os estudos comparativos. Os rendimentos das
reacoes de polimerizagdo oxidativa em meio alcalino da hidroquinona, p-
benzoquinona e hidroquinona com acido 4-aminobenzdico foram de 0,71 g
(12,90 % em peso) de acido humico sintético (AHSI), 4.12 g (76,36 % em peso)
de 4cido humico sintético (AHSII) e 0,62 g (7,52 % em peso) de acido hiimico

sintético (AHSIII), respectivamente.

3.2 CARACTERIZACAO DOS AHS

3.2.1 Analise Elementar

Segundo a literatura® a composicdo elementar dos acidos humicos
tem valores médios de 53,8-58,7% para o carbono, 3,2-6,2% para o hidrogénio,
32,8-38,3% para o oxigénio, 0,8-4,3% para o nitrogénio e 0,1-1,5% para o
enxofre. Na Tabela 3.1 sdo mostrados os valores de composi¢ao elementar e teor
de cinzas. Os AHSI e AHSII mostraram uma quantidade de oxigénio superior a
40% pela andlise elementar (valores calculados por diferenga), apresentando
similaridade com a quantidade de oxigénio encontrada para o acido himico
natural AH1 que também mostrou valor acima de 40%. O AHSIII apresentou
uma menor quantidade de oxigénio com relacdo aos AHSI e AHSII, porém
apresentou uma maior quantidade de nitrogénio em sua estrutura que os outros
AHS. A quantidade de nitrogénio presente no AHSIII pode favorecer o processo

de complexagdo com ions metalicos.
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Tabela 3.1 — Caracteristicas fisico-quimicas das amostras de acidos humicos sintéticos
(AHSI, AHSII e AHSIII) e acido hlimico natural extraido de solo (AH1).

Amostras N C H S O* Teor de

Cinzas

% %(m/m)
AHI1 3.9 44,5 4,9 0,7 46,0 7,0
AHSI 0,3 54,6 3,2 0 41,9 5,0
AHSII 0,3 55,6 3,4 0 40,7 0.8
AHSIII 6,0 56,5 3,7 0 33,8 6.5

*Calculado por diferenga: % 0 =100 — % (C+ H+ N + S).

3.2.2 FTIR

As Figuras de 3.2 a 3.5 mostram espectros referentes aos
precursores utilizados nas sinteses dos acidos humicos e também das amostras
de AH sintéticas obtidas. Observou-se que os espectros de AH sintéticos
apresentaram algumas bandas que sdo caracteristicas de AH naturais. Também
se observou um alargamento das bandas para os acidos htimicos sintéticos, o que
nos confirma que houve a reacdo de polimerizagdo desejada. A banda observada
em 1.700 cm™ nos espectros de FTIR das amostras de AH sintéticas obtidas,
indicando a presenca de grupos carboxilicos, mostra que em alguns casos, a
aromaticidade inicial do anel ¢ perdida devido a reagdes de degradagdao e
incorporagdo desses produtos na cadeia principal.

Nas Figuras 3.2 e 3.3 as curvas sdo, respectivamente, o espectro de
FTIR da hidroquinona e AH sintético obtido a partir da hidroquinona, e da p-
benzoquinona ¢ AH sintético obtido a partir da p-benzoquinona. Pelos espectros
mostrados podemos observar as seguintes bandas de absor¢cdo para os AH
sintéticos obtidos a partir dos precursores hidroquinona e p-benzoquinona:
3.400 cm™ (estiramento OH ligado) esta banda confirma a presenga abundante
de grupos OH no AH sintético;
1.199 cm™ (estiramento C-OH) que confirma a presenca dos grupos OH;
1.618 cm’ (estiramento assimétrico C-O dos ions carboxilato, COO’,
estiramento C=C dos ané¢is aromaticos, estiramento C=0) pode ser devido aos

grupos 1,2 e 1,4 - quinona presentes no anel;
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1.700 cm™ indica a presenca dos grupos cetonas, lactonas ou carboxilico;
Também sdo observadas bandas que confirmam a natureza

aromatica do composto:

1.504cm™ (estiramento C=C dos anéis aromaticos);

1.451 cm™ (deformacio C-H dos -CH, e —CHj);

818 cm™ (impressdo digital de grupos arométicos) pode ser devido a deformagio

fora do plano de C-H.

Hidroquinona

AHSI ] c=C C-OH
1523 e 1460 1220

Transmitancia

COO-
1618

COoH,”

1700 c=C C-OH

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
N° de onda (cm'1)

Figura 3.2 — Espectros de FTIR da hidroquinona e 4cido humico sintetizado a partir da
hidroquinona (AHSI).
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Figura 3.3 — Espectros de FTIR da p-benzoquinona e 4cido htimico sintetizado a partir da
p-benzoquinona (AHSII).

Na Figura 3.4 as curvas sdo respectivamente o espectro de FTIR da
hidroquinona, acido 4-aminobenzdico e AH sintético obtido a partir da mistura
de hidroquinona com acido 4-aminobenzdico. Pelo espectro mostrado podemos
observar as seguintes bandas de absor¢ao para o AH sintético:

3.225 cm’ (estiramento OH ligado e estiramento N-H) esta banda confirma a
presenca abundante de grupos OH no AH sintético;

1.700 cm™ indica a presenca dos grupos cetonas, lactonas ou carboxilico.

1.600 cm™ (estiramento assimétrico C-O dos ions carboxilato, COO’,
estiramento C=C dos anéis aromaticos, estiramento C=0) pode ser devido aos
grupos 1,2 e 1,4 - quinona presentes no anel;

1.287 cm™ (deformacdo axial C-N);

1.167 cm™ (estiramento C-OH) que confirma a presenca dos grupos OH.
Também sdo observadas bandas que confirmam a natureza aromatica do
composto:

1.510cm™ (estiramento COO™, deformagio N—H ou deformacio NH,);

1.411 cm™ (deformacio C-H dos -CH, e —CHj);
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777 cm™ (impressdo digital de grupos arométicos) pode ser devido a deformagio
fora do plano de C-H.

Também sdo observadas bandas que confirmam a natureza
aromatica do composto:
1.510cm™ (estiramento C=C dos anéis aromaticos);
1.411 cm™ (deformacio C-H dos -CH, e —CH3);
777 cm’ (impressdo digital de grupos aromaticos) pode ser devido a deformacio
fora do plano de C-H.

Na Figura 3.4 também podemos observar as seguintes bandas para
o espectro do acido 4-aminobenzodico puro:
3.370 cm™ (deformacao axial assimétrica do N-H);
2.680 cm™' (deformacdo axial de O-H);
1.668 cm™ (deformacio axial de C=0) indica a presenca de grupos carboxilicos;
1.599 cm™ ( vibracdo de estiramento C=C de anéis aromaticos);
1.422 cm™ (deformagio angular no plano de C-O-H);
1.320 cm™ (deformacdo axial C-N). A absorcdo aparece em freqiiéncias mais
altas do que as absorgdes correspondentes das aminas alifaticas porque a
constante de for¢a de ligagdo C-N ¢ aumentada pela ressonancia com o anel;
770 cm’ (Vibracao de deformacao fora do plano de C-H em anel aromatico
para-dissubstituido);
624 cm” (Vibragio de deformacdo fora do plano de C-H em anel aromatico

para-dissubstituido).
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Figura 3.4 — Espectros de FTIR: (a) hidroquinona, (b) 4cido htimico sintetizado a partir da
hidroquinona com acido 4-aminobenzo6ico(AHSIII) e (c¢) acido 4-aminobenzoico.

A Figura 3.5 mostra os espectros das amostras de AH sintéticas.
Observou-se semelhanca entre os espectros obtidos, todos os espectros
apresentaram sinal em torno de 3.400 cm™, que ¢ devido a grupos OH,
confirmando a presenca do mesmo nas amostras de AH sintéticas. Para a
amostra AHSIII o sinal em torno de 3.400 cm™ também pode estar relacionado
com a presenca de N-H devido a utilizacdo de composto que ja possui o
grupamento NH, como no caso do acido 4-aminobenzdico para a obtengdo do
AHSIII. Observou-se nos espectros uma banda em torno de 1.700 cm’
indicando a presenca de grupos carboxilicos nas amostras AHSI, AHSII e
AHSIII. Também se observou em todos os espectros sinal em torno de 1.504
cm’ devido a estiramento de C=C de anéis aromaticos, confirmando a presenga

de anéis aromaticos em todas as amostras de AH sintéticas.
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Figura 3.5 — Espectros de FTIR de 4cidos humicos sintetizados a partir da hidroquinona
(AHSI), p-benzoquinona (AHSII), hidroquinona com é4cido 4-aminobenzoico (AHSIII).

3.2.3 RMN

Experimentos de RMN de "“C para obter informagdes sobre a
composicao de grupos funcionais dos AH sintéticos ¢ do AH1 extraido de solo
foram realizados em laboratério e os espectros obtidos estio mostrados na
Figura 3.6.

O espectro do AH extraido de solo (AH1) apresenta bandas que
podem ser associadas a diversos grupos funcionais alifaticos (CH, C-N, O-CHj,
carboidratos) e aromaticos (CH e fendlicos). Os espectros dos polimeros
fendlicos sintetizados (AHSI e AHSII) entretanto, somente apresentam bandas
associadas a carbonos aromdticos em anéis fendlicos (CH e fenolicos). Esta
estrutura obtida € semelhante a estrutura da lignina que ¢ um dos precursores do
AH do solo e constitui entre 15 e 20% da matéria organica. Posteriormente a
lignina ¢ degradada pelos microrganismos mudando sua estrutura. J& a estrutura
obtida utilizando a hidroquinona juntamente com o dcido 4-aminobenzoico
(AHSIII) como precursores apresenta grupos funcionais tais como aminas,
carboxilicos e fenolicos, aproximando-se da estrutura desejada, j& que nos AH
estdo presentes grupos funcionais tais como aminas, carboxilicos e cadeias

alifaticas. Em todas as amostras de AH sintéticas observou-se um deslocamento
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quimico em torno de 110 ppm, cuja a intensidade de sinal ¢ maior do que a
intensidade dos sinais na regido de aromadticos (105-140 ppm) para o AHI
extraido de solo, que possui baixa intensidade. Este resultado, pode ser
confirmado pelo célculo dos percentuais dos grupos funcionais associados as

bandas correspondentes nos espectros (Tabela 3.2).

AHSI
oM e
AHI1
AHSIIT
T T T T T T T T T T T
300 200 100 0 -100 -200

3 (ppm)

Figura 3.6 — Espectro de RMN de ’C das amostras sintetizadas a partir da hidroquinona
(AHSI), p-benzoquinona (AHSII), de acido himico (AH) extraidos de solo (AH1),
hidroquinona com 4cido 4-aminobenzo6ico (AHSIII).

Na Tabela 3.2 mostram-se os percentuais dos grupos funcionais
associados as bandas correspondentes (Figura 3.6): grupos alifaticos (0-45ppm),
N-alifaticos e metoxilicos (45-65ppm), O-alifaticos (65-105ppm), aromaticos
(105-140ppm), O-aromaticos (140-160ppm), carboxilicos (160-185ppm) e
carbonilicos (185-230ppm).
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Tabela 3.2 - Intensidades relativas (% da area total) das bandas nos espectros de RMN de
BC VACP/MAS de amostras solidas de AH natural (AH1) e AH sintético (AHSI, AHSII
e AHSIII) mostrados na Figura 3.6.

Amostra_ (0-45)  (45-65) (65-105) (105-140)  (140-160)  (160-185)  (185-230)

AH1 25,32 16,06 21,14 16,41 6,75 9,97 4,30
AHSI - - - 63,00 30,18 6,82 -
AHSII - - - 62,32 31,28 6,40 -
AHSIII 15,00 7,61 15,53 32,45 15,29 8,08 6,03

3.2.4 Medidas Condutométricas

Através da titulagdo condutométrica de 0,1028 g de AH sintético
preparado com o precursor p-benzoquinona utilizando como titulante hidroxido
de s6dio 0,052 mol L', determinou-se a acidez total desta amostra.

A Figura 3.7, mostra o ponto estequiométrico da titulacdo. Observa-
se nitidamente o encontro de duas retas, definindo bem um tUnico ponto
estequiométrico, sugerindo a existéncia de uma familia de grupos acidos
predominantes. Normalmente com acidos hiimicos, observam-se dois pontos de
equivaléncia representados por duas regides distintas de grupos 4cidos,
carboxilicos e fenolicos.
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Figura 3.7 - Titulagdo condutométrica da amostra de AHSII (p-benzoquinona) titulado
com NaOH 0,05260 mol L™

A acidez total, ou seja, a soma da acidez dos grupos acidos, foi de

4,40 moles de H" kg™ de s6lido da amostra de AHSIL.
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Através da titulacdo condutométrica de 0,0912 g de AH sintético
preparado a partir dos precursores hidroquinona e 4cido 4-aminobenzdico
utilizando como titulante hidroxido de sédio 0,102 mol L, determinou-se a
acidez total desta amostra.

A Figura 3.8, mostra o ponto estequiométrico da titulagao.
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Figura 3.8 — Titulagdo condutométrica da amostra de AHSIII (hidroquinona com acido 4-
aminobenzoico) titulado com NaOH 0,102 mol L™

A acidez total, ou seja, a soma da acidez dos grupos acidos, foi de
5,66 moles de H" kg de solido da amostra de AH sintético, um valor cerca de
trés vezes menor que aquele estimado para a titulagdo dos dois grupos fendlicos
da hidroquinona. Sem duvida a polimerizacdo diminui o teor de grupos acidos.

O valor obtido ¢ comparavel com o de acidos hiimicos e fulvicos.

3.2.5 Medidas Potenciométricas

Nos experimentos realizados procurou-se eliminar efeitos de matriz
ajustando a forca i0nica com eletrélito de fraca interacdo com acidos hiimicos e
tomando algumas medidas na calibragdo do eletrodo, como descrito em
materiais € métodos no item 2.12. Escolheu-se o cloreto de potadssio para esta

finalidade, sendo um eletrolito do tipo uni-univalente.
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Realizaram-se titulagdes potenciométricas de p[H+] (pH
condicional expressando concentragcdo e nao atividade) em forga idnica 0,5 mol
L' ajustada com cloreto de potassio, das amostras de 4cido htimico sintéticas
obtidas através de polimerizagdo oxidativa a partir dos precursores p-
benzoquinona (AHSII) e hidroquinona com acido 4-aminobenzoéico (AHSIII).
Utilizou-se como titulante uma solugdao mista de hidroxido de potassio 0,03 mol
L', KC,COO0 0,06 mol L e cloreto de potassio 0,038 mol L solucdo esta que
minimiza potenciais de juncdo causado pela alta mobilidade de ions OH'.
Confeccionou-se um grafico com os dados de potencial obtidos da titulagao,
onde, no cruzamento das retas obtidas encontrou-se o ponto de neutralidade. A
Figura 3.9 elucida melhor a idéia. O cruzamento entre as retas da titulacdo
alcalina com a reta da titulagdo acida nos fornece o valor de 2 pK,,’ da
jonizacdo da dgua em forca iénica 0,5 mol L. O valor de p[OH-] inicial desta
solucdo titulante ¢ 1,523. Descontando-se do pKy’ da 4gua neste meio, estimado
em 13,724, calcula-se o valor de 12,201 para o p[H+].

Os graficos potenciométrico e derivativo mostrados na Figura 3.10
e Figura 3.11 foram obtidos dos potenciais provenientes da titulacdo
potenciométrica, utilizando-se um eletrodo de vidro, calibrado para a regido
acida e para a regido alcalina (Figura 3.9), obtendo-se o pK,,’ condicional para a

agua nessa forga 10nica, 13,724.
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Figura 3.9 — Curva de calibragdo do eletrodo de vidro: meio KCI/ eletrolito misto (KOH
0,03 mol L™, KC13COO 0,06 mol L ¢ KC1 0,038 mol L™), forca iénica 0,5 mol L™
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Figura 3.10 — Curva Potenciométrica de 0,0505 g amostra de AHSII (p-benzoquinona),
em forca idnica 0,5 mol L e titulado com uma solucdo mista de KOH 0,3 mol L,

KC15CO0 0,06 mol L e KC10,038 mol L™,
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Figura 3.11 — Curva derivativa (ver Figura 3.10) dos dados de potencioal da titulacdo de
0,0505 g amostra de AHSII (p-benzoquinona), em forga idénica 0,5 mol L™ e titulado com
uma solugdo mista de KOH 0,03 mol L', KC1COO 0,06 mol L' ¢ KC1 0,038 mol L.
Dados analisados utilizando o programa computacional Microcal Origin 6.0.
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Figura 3.12 — Curva derivativa (ver Figs. 3.10 e 3.11) dos dados de potencial da titulacao
de 0,0505 g de amostra de AHSII (p-benzoquinona), em forca iénica 0,5 mol L' e
titulado com uma solugdo mista de KOH 0,03 mol L', KCL3COO 0,06 mol L™ ¢ KCl

0,038 mol L. Dados analisados utilizando o programa computacional QuickBASIC
(Derivar.BAS) e Microcal Origin 6.0.
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Figura 3.13 — Curva potenciométrica de 50 mg de amostra de AHSIII (hidroquinona com
acido 4-aminobenzoico), em forca iénica 0,5 mol L™ e titulado com uma solugdo mista de
KOH 0,03 mol L™, KC1;CO0 0,06 mol L™ ¢ KC1 0,038 mol L™

Ap[H+]/AV

0 T T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10

V(KOH 0,0300 mol L-1, KCI3COO 0,060 mol L-1 e KCI 0,038 mol L-1)/mL

Figura 3.14 — Curva derivativa (ver Figura 3.13) dos dados de potencial da titulacdo de 50
mg amostra de AHSIII (hidroquinona com 4cido 4-aminobenzdico), em forga idnica 0,5
mol L e titulado com uma solucdo mista de KOH 0,03 mol L', KCl5C00 0,06 mol L' e

KCI 0,038 mol L. Dados analisados utilizando o programa computacional Microcal
Origin 6.0.
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Figura 3.15 — Curva derivativa (comparar com dados das Figuras 3.13 e 3.14) dos dados
de potencial da titulacdo de 50 mg amostra de AHSIII (hidroquinona com &cido 4-
aminobenzéico), em forga iénica 0,5 mol L™ e titulado com uma solu¢do mista de KOH
0,03 mol L'l, KC1;COO 0,06 mol L'e KCl 0,038 mol L. Dados analisados utilizando o
programa computacional QuickBASIC (Derivar.BAS) com transferéncia de dados para
Microcal Origin 6.0.

Nas curvas potenciométricas derivativas, mostradas nas Figuras
3.11, 3.12, 3.14 e 3.15 percebe-se uma diferenca entre os graficos referentes a
primeira derivada (ApH/AV vs Von, kcizcoo. xci), com os dados analisados
diretamente no Origin, e os dados analisados utilizando o programa
QuickBASIC (Derivar.BAS). A derivacdo feita no sistema Origin causa um
certo alisamento na curva derivativa, talvez por utilizar tratamento numérico
baseado em ajuste polinomial prévio com os dados potenciométricos.

Nas Figuras 3.12 e 3.15, os picos descendentes correspondem ao
volume da solu¢do mista de hidroxido de potassio 0,03 mol L', KC1COO 0,06
mol L' e cloreto de potassio 0,038 mol L™ & meia neutralizagdo, enquanto que
nos picos ascendentes, correspondem ao volume da solugdo mista gasto para a
neutralizacdo total de cada grupamento acido presente nas moléculas de AH
sintéticos. Portanto, cada pico ascendente corresponde a um grupamento acido,
que foi totalmente neutralizado com a solucao mista.

Como podemos observar nas Figuras 3.12 e 3.15 a intensidade dos

picos nao ¢ igual pois cada grupamento acido pode apresentar um teor maior ou
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menor de acidez. O volume total gasto da solu¢ao mista de hisroxido de potassio
0,03 mol L, KC13COO0 0,06 mol L™ e cloreto de potassio 0,038 mol L! para
neutralizar os grupamentos acidos presentes na amostra de AH sintético (p-
benzoquinona) ¢ 6,91 mL e na amostra de AH sintético (hidroquinona com
acido 4-aminobenzdico) ¢ 9,36 mL. Estes dados de acidez total sdo coerentes
com aqueles provenientes de titulagdes condutométricas.

Para se determinar os pK’s correspondentes aos grupamentos acidos
neutralizados presentes nas amostras AHSII e AHSIII fezeram-se os graficos

(ApH/AV vs p[H Jiner), mostrados nas Figuras 3.16 e 3.17.
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Figura 3.16 — Grafico ApH/AV vs p[H+]imer para a amostra de AHSII, em forca i6nica 0,5
mol L™ e titulado com uma solugdo mista de KOH 0,03 mol L, KC13COO 0,06 mol L e
KC1 0,038 mol L. Dados analisados utilizando o programa computacional QuickBASIC
(Derivar.BAS) e Microcal Origin.
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Figura 3.17 — Grafico ApH/AV vs p[H+]imer para a amostra de AHSIII, em forg¢a i6nica 0,5
mol L™ e titulado com uma solugdo mista de KOH 0,03 mol L, KC13COO 0,06 mol L e
KC1 0,038 mol L. Dados analisados utilizando o programa computacional QuickBASIC
(Derivar.BAS) e Microcal Origin.

Nas Figuras 3.16 ¢ 3.17, os valores de pH nos picos descendentes
devem corresponder aos valores de pK’s, na regido de maior efeito tampao,
enquanto que os picos ascendentes correspondem ao pH no volume equivalente
de solug¢do mista de hidroxido de potassio 0,03 mol L' KCL5,COO 0,06 mol L™
e cloreto de potassio 0,038 mol L' gasto para a neutralizagio total dos
grupamentos acidos.

Como podemos observar nos graficos, a amostra AHSII apresentou
sete grupos acidos titulaveis e a amostra AHSIII apresentou nove grupos acidos
titulaveis.

Os valores dos pK’s obtidos para as amostras AHSII e AHSIII estao

mostrados na Tabela 3.3 e 3.4, respectivamente.
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Tabela 3.3 — Valores de pK’s correspondentes aos grupamentos acidos da amostra AHSII.

Grupamentos Acidos Titulados Valores de pK’s
pK,y 3,36
pKs 4,27
pKs 4,80
pK4 5,98
pKs 6,81
pKs 9,16
pK7 9,45

Tabela 3.4 — Valores de pK’s correspondentes aos grupamentos acidos da amostra
AHSIII.

Grupamentos Acidos Titulados Valores de pK’s
pKl 3,56
pKs 4,32
pKs 4,55
pK4 4,79
pK5 5,54
pKe 725
pK7 9,57
pKs 10,06
pK9 10,27

As Figuras 3.18 e 3.19 mostram a porcentagem de neutralizacao de
cada grupamento acido nas moléculas dos AHs sintéticos. Os valores de
porcentagem de neutralizagdo foram calculados através dos valores
determinados de volume de solu¢do mista de hidroxido de potassio 0,03 mol L,
KC1;CO0 0,06 mol L™ ¢ cloreto de potassio 0,038 mol L™ gasto para neutralizar
cada grupamento acido (Figuras 3.12 e 3.15) e os valores de pK’s
correspondentes a cada grupamento acido tituldvel das moléculas de AH

sintético (Tabela 3.3 ¢ 3.4).
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Figura 3.18 - Grafico de percentagem de neutralizacdo de cada grupamento acido para a
amostra de AHSII vs pK’s. Titulante solugdo mista KOH 0,03 mol L', KCL5,COO0 0,06

mol L e KCI1 0,038 mol L.
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Figura 3.19 — Grafico de percentagem de neutralizagdo de cada grupamento acido para a
amostra de AHSIII vs pK’s. Titulante solu¢do mista de KOH 0,03 mol L'l, KCI;COO
0,06 mol L' ¢ KC10,038 mol L.

Na Figura 3.18 podemos observar que o 6° pico € o mais intenso,

apresentando um percentual de neutralizacdo equivalente a 28,7%, portanto,

conclui-se que este ¢ o grupamento acido mais presente na amostra AHSII. Ja o

3° pico ¢ o menos intenso, apresentando um percentual de neutralizagdo

equivalente a 7,0%, dessa forma, apresentando o menor teor 4cido em relacao

aos outros grupamentos contidos na amostra AHSII.
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Na Figura 3.19 também podemos observar um pico mais intenso,
neste caso o 4° pico, que apresentou um percentual de neutralizagdo equivalente
a 16,7%, concluindo que este ¢ o grupamento dcido mais presente na amostra
AHSIII e o pico menos intenso observado foi o 9° pico, apresentando um
percentual de neutralizagdo equivalente a 5,0%, dessa forma apresentando o
menor teor acido em relacdo aos outros grupamentos contidos na amostra
AHSIIL.

Nas Tabelas 3.5 e 3.6 estdo mostrados os valores percentuais que
cada grupamento 4acido presente nas amostras AHSII e AHSIII gastou de
solucdo mista de hidroxido de potéssio 0,03 mol L', KC5,COO0 0,06 mol L' ¢

cloreto de potassio 0,038 mol L' para sua neutralizagdo total.

Tabela 3.5 Porcentagem de neutralizagdo para cada grupamento acido da amostra AHSII.

Grupamentos Acidos % Neutralizagado
Titulados
1° 19,7
2° 15,6
3° 7,0
4° 10,5
5° 7,5
6° 28,7
7° 11,0

Tabela 3.6 Porcentagem de neutralizag¢do para cada grupamento 4cido da amostra AHSIII.

Grupamentos Acidos % Neutralizagao
Titulados
1° 14,0
2° 14,3
3° 10,9
4° 16,7
5° 7,1
6° 8,2
7° 15,5
8° 8,3

9° 5,0
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3.3 ESTUDO DOS AHS COM METAIS COMPLEXADOS

Uma das grandes vantagens de se usar modelos poliméricos ¢ que
os grupos funcionais e dtomos doadores de elétrons podem ser regulados por
precursores especificos. Utilizamos para complexacdo dos metais, o AHSII
como modelo, que contém somente oxigénio como grupos fendlicos e
carboxilicos e o AHSIII, pois além de conter grupos fenolicos e carboxilicos

também contém nitrogénio em sua estrutura.

3.3.1 FTIR

Os espectros de FTIR do AHSII sem metais complexados,
comparados com os obtidos apds a complexacdo de metais (Figuras 3.20 a 3.22),
apresentaram o mesmo comportamento em todos os espectros. De acordo com a
literatura® a conversdo de COOH para COO™ leva a perda de absor¢do em torno
de 1.700 cm™ (C=0 de COOH) e 1.200 cm™ (estiramento C-OH e deformacio
OH de COOH). Os espectros dos complexos mostram uma diminui¢do da
absorcdo proximo a 1.700 cm™ (estiramento de C=0 de COOH) ¢ 1.209 cm™
(estiramento de C-OH ou deformagdo OH de COOH) e um aumento na
intensidade da banda em 1.618 cm™ (absor¢do de COO") quando comparado ao
espectro do AHSII sem metais complexados. Essas variagdes sdo uma evidéncia
da conversao do COOH a COO™ depois da interacdo do AHSII com os ions
metalicos Cu®’, Fe’™ e Mn®". A posicdo da banda em 1.618 cm™ (estiramento
assimétrico de COO”) pode indicar se a ligagdo é do tipo iénica ou covalente'.
Especificamente, essa banda desloca para altas frequéncias quando sdo formadas
ligagdes covalentes. Para todos os espectros observamos um alargamento da
banda em 1.618 cm™ na direcio de baixas frequéncias.

Os espectros dos complexos de Cu** e Fe’ mostraram uma
diferenca com relagdo ao espectro do complexo Mn>". O ombro em 3.216 cm’
foi menos pronunciado para os complexos de Cu’" e Fe’" do que para o

complexo de Mn”". Segundo PICCOLO ¢ STEVENSON®, isto pode indicar que
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grupos fendlicos e/ou alcoolicos (banda de estiramento O-H proximo a 3.216
cm’') participaram juntamente com grupos COOH na complexagio de Cu*’ e
Fe’"(formacdo de estrutura tipo salicilato). Bandas na regido entre 1.150-1.040
cm’ sdo atribuidas a deformagdo O-H e estiramento C-O de grupos fenélicos

.44
e/ou alcoolicos ™.
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Figura 3.20 — Espectros de FTIR do acido humico sintetizado a partir da p-benzoquinona
(AHSII) e com cobre complexado (AHSII-Cu).
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Figura 3.21 - Espectros de FTIR do acido humico sintetizado a partir da p-benzoquinona
(AHSII) e com ferro complexado (AHSII-Fe).
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Figura 3.22 — Espectros de FTIR do acido humico sintetizado a partir da p-benzoquinona
(AHSII) e com manganés complexado (AHSII-Mn).

Os espectros de FTIR dos complexos de Cu®’, Fe’™ ¢ Mn®" com o
AHSIII (Figuras 3.23 a 3.25) mostraram, como no caso dos complexos com
AHSII, decrescimo na intensidade da banda em 1.700 cm™ e aumento na
intensidade da banda em 1.510 cm™ (absor¢do de COO") quando comparado ao

espectro do AHSIII sem metais complexados.

AHSIII

OH e N-H
3225
AHSIII-Cu
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Figura 3.23 — Espectros de FTIR do acido humico sintetizado a partir da hidroquinona
com 4cido 4-aminobenzdico (AHSIII) e com cobre complexado (AHSIII-Cu).
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Figura 3.24 — Espectros de FTIR do 4cido hiimico sintetizado a partir da hidroquinona
com acido 4-aminobenzdico (AHSIII) e com ferro complexado (AHSIII-Fe).
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Figura 3.25 — Espectros de FTIR do acido humico sintetizado a partir da hidroquinona
com 4cido 4-aminobenzodico (AHSIII) e com manganés complexado (AHSIII-Mn).

Em todos os espectros dos complexos observamos uma diminuic¢ao

da intensidade em 3.225 cm™, isto pode indicar a participa¢io de grupos N—H na
complexacio dos fons metalicos. O espectro para o complexo de Cu>" mostrou

: ~ 3+ 2+
diferenca com relagdo aos espectros dos complexos Fe” ¢ Mn”". O ombro em
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3.216 cm’ foi menos pronunciado para os complexos de Fe’* e Mn*" do que
para o complexo de Cu*". Como discutido anteriormente, esse comportamento
pode indicar que grupos fenolicos e/ou alcoolicos (banda de estiramento O-H
proximo a 3.216 cm’') participaram juntamente com grupos COOH na

complexacio de Mn”" e Fe**( formacio de estrutura tipo salicilato).

3.3.2 UV-Visivel

Em fung¢do da grande quande quantidade e variabilidade de grupos
cromoforos, existentes nas moléculas humicas, os espectros obtidos por
absorc¢ao de luz no UV-Visivel sdo geralmente formados pela sobreposicao de
varias bandas, sem maximos definidos, apresentando absor¢ao decrescente com
o aumento do comprimento de onda. Sabe-se que a absorbancia das SH no UV-
Visivel ¢ influénciada pelo pH, tipo de solvente e concentragdo salina do

100

meio . Muitos pesquisadores opinam que a cor escura das SH ¢ devida

principalmente aos croméforos na forma ceto e enol"”.

A Figura 3.26 mostra o grafico de absorcao na regido de 200 a 800
nm(a) e na regido de 400 a 800 nm(b) da amostra de de acido humico (AH)
extraidos de solo (AH1) e das amostras sintetizadas a partir da hidroquinona
(AHSI), p-benzoquinona (AHSII) e hidroquinona com acido 4-aminobenzoico.
Tanto para as amostras de AH extraido de solo quanto para as amostras de AH

sintéticas ¢ observado uma diminui¢do da intensidade quando aumenta o

comprimento de onda.
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Figura 3.26 - Espectros de absor¢ao na regido de 200 a 800 nm (a) e na regido de 400 a
800 nm (b) de acido humico (AH) extraido de solo (AH1) das amostras sintetizadas a
partir da hidroquinona (AHSI), p-benzoquinona (AHSII) e hidroquinona com acido 4-
aminobenzodico (AHSIII).

Nos espectros das amostras dos acidos humicos sintéticos com
metais complexados (Figuras 3.27 e 3.28) observou-se um aumento da
intensidade com relagdao as amostras AHSII e AHSIII antes da complexagao de
metais. Isto provavelmente indica um decréscimo nos grupos COOH contidos e

um aumento do tamanho molecular'’.
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Figura 3.27 - Espectros de absorcdao na regido de 200 a 800 nm(a) e na regido de 400 a
800 nm (b) de acidos humicos sintetizados a partir da p-benzoquinona (AHSII) e com
metais complexados: cobre (AHSII-Cu), ferro (AHSII-Fe) e manganés (AHSII-Mn).
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Figura 3.28 - Espectros de absor¢@o na regido de 200 a 800 nm (a) e na regido de 400 a
800 nm (b) de acidos humicos sintetizados a partir da hidroquinona com acido 4-
aminobenzodico (AHSIII) e com metais complexados: cobre (AHSIII-Cu), ferro (AHSIII-
Fe) e manganés (AHSIII-Mn).

Através dos graficos mostrados nas Figuras 3.26 (b), 3.27 (b) e 3.28
(b) pode-se calcular os valores da razao E4/E4. A razido E4/E¢ estéa relacionada ao
sistema m da molécula humica e permite, em alguns casos, uma avaliacao
relativa da massa molecular das amostras. Quando menor essa razao, maior sera
a liberdade eletronica do sistema, o que demonstra que a molécula possui maior
quantidade de cadeias aromaticas conjugadas. Os valores determinados da razao
E4/E¢ estdo mostrados na Tabela 3.7. Os valores da razao E4/E¢ para o acido
humico extraido de solo AH1 foi de 3,7, estando de acordo com a literatura,
sendo que para AHs de solos o valor de E4/E¢4 varia de 3,0 a 5,0. Isto evidencia
que os AH extraidos possuem alta quantidade de anéis aromaticos. Para os
acidos humicos sintéticos AHSI e AHSII os valores da razao E4/E¢ foram de 3,3
e 3,4, respectivamente. Pode-se observar semelhanga dos compostos sintetizados
com os AHs extraidos de solo com relacdo a alta quantidade de anéis
aromaticos. Ja para o acido humico sintético AHSIII o valor da razdo E4/Eg
encontrado foi de 5,5. Isto evidencia que o AHSIII possui menor quantidade de

an€is aromaticos conjugados.
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Tabela 3.7 — Razao E4/E¢ das amostras de acido humico (AH) extraido de solo (AH1),
sinteticos (AHSI, AHSII e AHSIII) e com metais complexados: cobre (AHSII-Cu e
AHSIII-Cu), ferro (AHSII-Fe e AHSIII-Fe) e manganés (AHSII-Mn e AHSIII-Mn).

Amostras de AH E4/Eq
AH1 3,7
AHSI 3,3
AHSII 3,4
AHSII-Cu 2.9
AHSII-Fe 2.9
AHSII-Mn 3,4
AHSIII 5,5
AHSIII-Cu 4.5
AHSIII-Fe 4.8
AHSIII-Mn 5,1

O decréscimo da razao E4/E¢ esta diretamente relacionado com o
aumento da massa e tamanho molecular, condensacao dos carbonos aromaticos
e a aromaticidade e inversamente relacionada a quantidade de grupos
alifaticos'”. Observou-se que os valores da razio E4E¢ encontrados para as
amostras de acidos hiimicos sintéticas com metais complexados decresceram,
este comportamento foi semelhante tanto para o AHSII quanto para o AHSIII
com metais complexados. Este decréscimo nos valores encontrados da razao
E4/E¢ pode estar relacionado com um aumento no tamanho molecular com a
complexacdo dos metais através da formacdo de complexos intermoleculares.
Pode-se observar que para as amostras em que foram complexados os ions
metalicos cobre (AHSII-Cu e AHSIII-Cu) e ferro (AHSII-Fe e AHSIII-Fe)
houve um decréscimo maior do valor da razdo E4/Es quando comparado com os
valores determinados da razdo E,E¢ para as amostras de dcidos humicos
sintéticas sem os ions metalicos complexados. Enquanto que para as amostras
em que foi complexado o ion metalico manganés (AHSII-Mn e AHSIII-Mn)
houve um decréscimo menor no valor da razdo E4/E¢ quando comparado com os
outros ions metéalicos. Além disso, quando comparamos o valor razao E4/Eg
encontrado para o AHSII de 3,4 com o valor encontrado apds a complexacgao do

manganés podemos observar que nao houve mudanca no valor razado E4/E¢. E
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para o AHSIII podemos observar apenas um pequeno decréscimo ja que o valor
da razdo E4/E¢ encontrado para o AHSIII foi de 5,5 e o encontrado apos a

complexacdao do manganés foi de 5,1.

3.3.3 Cromatografia por Exclusao de Tamanho

A determinag¢do do tempo morto da coluna empacotada com vidro
de porosidade controlada foi realizada utilizando Blue Dextran, um
polissacarideo com peso molecular de 2 000 000, que ¢ totalmente excluido da
coluna devido a sua alta massa molecular. O tempo morto da coluna foi de 4,62
min e considerando que a velocidade de elui¢io utilizada foi de 5 mL min™, o

volume morto ¢ 23,1 mL.
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Figura 3.29 — Cromatogramas de amostras de acido humico extraido de solo (AH1) e
acidos huimicos sintetizados a partir da hidroquinona (AHSI), p-benzoquinona (AHSII),
hidroquinona com acido 4-aminobenzoico (AHSIII).

A Figura 3.29 mostra os cromatogramas das amostras de acido
humico extraido de solo (AHI1) e 4cidos humicos sintetizados a partir da
hidroquinona (AHSI), p-benzoquinona (AHSII), hidroquinona com dacido 4-
aminobenzoico (AHSIII).
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A amostra de AHI1 apresentou um ombro em 5,25 min € um pico
alargado centrado em torno de 6,52 min. Mostrando uma diversidade de
tamanhos moleculares que correspondem a fracdo de tamanho molecular igual
ou menor que 15,6 nm. Nao foi possivel separar a solug¢do de AH1 em duas
fracdes de tamanho molecular. Isto pode ser porque a coluna cromatografica foi
curta demais para separar esses picos.

Nos cromatogramas das amostras de AH sintéticas observamos
somente um pico em todas as amostras com maximo em 6,85 min para o AHSI,
6,70 min para o AHSII e 7,43 min para o AHSIII, que corresponde a fracao de
tamanho molecular igual ou menor que 15,6 nm. O mesmo foi observado para as
amostras sintéticas com metais complexados. As amostras sintetizadas a partir
do composto p-benzoquinona (AHSII) com os metais complexados, Cu, Fe e
Mn apresentaram picos em 6,10, 6,50 e 6,30 min respectivamente (Figura 3.30).
A amostra sintetizada a partir dos compostos hidroquinona com acido 4-
aminobenzoico (AHSIII) com os metais complexados, Cu, Fe e Mn

apresentaram picos em 6,84, 6,94 ¢ 6,94 min, respectivamente (Figura 3.31).
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Figura 3.30 — Cromatogramas de amostras de acidos humicos sintetizados a partir da p-
benzoquinona (AHSII) e com metais complexados: cobre (AHSII-Cu), ferro (AHSII-Fe)
e manganés (AHSII-Mn).
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Figura 3.31 — Cromatogramas de amostras de acidos humicos sintetizados a partir da
hidroquinona com &cido 4-aminobenzodico (AHSIII) e com metais complexados: cobre
(AHSII-Cu), ferro (AHSIII-Fe) e manganés (AHSIII-Mn).

Embora os valores de tempo de eluigdo estejam proximos, com
desvio padrao de 0,01 segundos, fica evidente a variacdo do tamanho molecular,
ou seja, a tendéncia ao aumento do tamanho molecular, das amostras de AH
sintéticos com a complexa¢dao de metais. Os dados obtidos com a fluorescéncia
de luz no UV-Visivel mostram que existe uma diminuicdo na intensidade de
fluorescéncia que pode estar relacionada ao aumento do tamanho molecular com
a complexagdo dos metais.

Esta variagdo observada no tamanho molecular com a complexagao
de metais nas amostras de AH sintéticos correlacionou-se com os valores
calculados para a razdo E4Eq, que mostraram um aumento no tamanho
molecular apds a complexagdo dos ions metalicos Cu, Fe ¢ Mn as amostras de

acidos humicos sintéticos.
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3.3.4 Fluorescéncia de luz no UV-Visivel

A fluorescéncia de luz no UV-Visivel ¢ uma das poucas técnicas
que investiga as SH em concentracdes e condi¢des naturais, fornecendo assim,
informagdes estruturais das moléculas que as compoe.

As principais vantagens desta técnica sdo a alta sensibilidade e
seletividade, pois somente aqueles grupos funcionais que fluorescem podem ser
observados. Nas substancias humicas, os principais fluoroforos presentes,
grupos capazes de absorver e emitir energia, na forma de luz, sdo sistemas com
alto grau de conjugacao, como por exemplo anéis aromaticos € grupos do tipo
quinona.

A extensdo do sistema de elétrons m, o nivel de substituicdo por
heteroatomos, o tipo € o nimero de grupos substituintes no anel aromatico,
afetam grandemente a intensidade de fluorescéncia e o comprimento de onda.
Devido a complexidade molecular e heterogeneidade de materiais hiimicos, o
espectro de fluorescéncia, observado em qualquer um dos trés modos de
fluorescéncia, ¢ provavelmente a soma dos espectros de varios fluoroforos
diferentes presentes na molécula. A complexidade quimica e estrutural das
moléculas humicas, representam um obstdculo para a identificacdo individual
dos componentes responsaveis pela fluorescéncia das SH*®. Usando-se modelos
pode-se obter mais informag¢des com relagdo a esses componentes, ja que, 0s
grupos funcionais e atomos doadores de elétrons podem ser regulados por
precursores especificos.

A Figura 3.32 ilustra os espectros no modo excitagdo, obtidos para
as amostras de AHS e amostras de complexos com AHS. Os espectros de
excitacdo com emissdo em A= 500 nm, obtidos para o AHSII e complexos
mostraram maximos em 230, 250, 340, 390 ¢ 430 nm. As amostras AHSIII e
complexos mostram méximos em 230, 250 e 430 nm. SENESI et al.”® fizeram
uma comparagdo entre os espectros obtidos para as substancias hiimicas de

varias fontes e concluiram que apesar das diferencas nos espectros, existe uma
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ocorréncia regular de alguns picos sugerindo trés regides comuns aos espectros,
no qual ocorrem a fluorescéncia. Essas regides seriam em comprimento de onda
longo (480-440 nm), comprimento de onda médio (400-380 nm) e comprimento
de onda curto (360-300 nm).

Apbs a complexagdo dos ions metalicos as amostras de AHSII e
AHSIII, todos os espectros (Figura 3.32) mostraram uma diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia na regido de comprimento de onda de 200 a 350 nm
e um aumento da intensidade de fluorescéncia na regido de comprimento de
onda de 375 a 460 nm. Na regido de comprimento de onda de 375 a 460 nm,
houve um pequeno deslocamento das bandas para o vermelho. Sendo que, o
descolocamento das bandas para o vermelho foi mais visivel para os complexos
com o AHSII. A diminui¢ao da intensidade de fluorescéncia foi mais acentuada
nas amostras de AHSII e AHSIII complexadas com o ion cobre.

A diminuicdo na intensidade de fluorescéncia pode estar
relacionada com um aumento no tamanho molecular ap6s a complexacao do
fons metalicos”. O aumento da intensidade de fluorescéncia na regido de 375 a
460 nm pode estar relacionado com a diminui¢do dos grupos COOH na
molécula apds a complexagido com ions metalicos. Segundo SENESI et al.>® os
picos de fluorescéncia em comprimentos de ondas longos estdo associados a
presenca de substituintes como grupos carbonilas e carboxilicos, havendo uma
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia com o aumento desses grupos na
molécula. SPARK e SWIFT” encontraram reducio da intensidade relativa com
o aumento do tamanho molecular, e, também obtiveram resultados que indicam
um aumento da intensidade de fluorescéncia com o decréscimo de grupos C=0,

C de aromaticos e grupos COOH.
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Figura 3.32 — Espectros de excitagdo com emissdo em 500 nm de 4cidos humicos
sintetizados a partir da p-benzoquinona (AHSII) e a partir da hidroquinona com écido 4-
aminobenzéico (AHSIII) e com metais complexados: cobre (AHSII-Cu e AHSIII-Cu),
ferro (AHSII-Fe e AHSIII-Fe) e manganés (AHSII-Mn e AHSIII-Mn).

A Figura 3.33 ilustra os espectros de emissdo obtidos para

as

amostras de AHS e amostras de complexos com os AHS. Os espectros de

emissdo com excitacdo em A= 330 nm, obtidos para o AHSII e complexos,
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apresentaram uma banda em 370 nm e um banda larga de emissdo centrada em
433 nm. Os espectros para o AHSIII e complexos mostraram uma banda em 370
nm e uma banda larga em 429 nm.

Para os espectros de emissdo, apoés a complexacdo dos ions
metalicos as amostras de AHSII e AHSIII, também podemos observar que todos
os espectros (Figura 3.33) mostraram uma diminui¢do da intensidade de
fluorescéncia. Quando comparados, os complexos de AHSII com cobre, ferro e
manganés, observou-se que houve uma diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia mais acentuada na amostra de AHSII complexada com o ion
cobre.

Estudos mostraram que quando fons Cu®" sdo adicionados ao acido
fulvico de solo ocorre nos espectros de emissao e ou excitacdo um consideravel
descréscimo na intensidade de fluorescéncia''.

Mudangas foram observadas no espectro de excitagdo de um acido
falvico de solo com a adicdo dos fons Cu®" e Fe*", indicando que os grupos
fluoroforos sdo de algum modo envolvidos na complexacdo. Os dois picos de
excitagdo caracteristicos do acido fulvico sofreram uma redugdo na intensidade
que foi diretamente relacionada com a concentragao do metal. A posi¢ao do pico
em 465 nm permaneceu inalterado quando mais metal foi adicionado, no

entanto, a intensidade relativa da banda em 360 nm decresceu gradualmente e

101 101

houve um deslocamento para maiores comprimentos de onda . Outro estudo
também com 4acido fulvico, mostrou uma diminui¢do na intensidade de

n . ~ ’ 2+
fluorescéncia na complexagao com ions Mn”".
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Figura 3.33 — Espectros de emissdo com excitacdo em A = 330 nm de acidos humicos
sintetizados a partir da p-benzoquinona (AHSII) e a partir da hidroquinona com acido 4-
aminobenzdico (AHSIII) e com metais complexados: cobre (AHSII-Cu e AHSIII-Cu),
ferro (AHSII-Fe e AHSIII-Fe) e manganés (AHSII-Mn e AHSIII-Mn).
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De acordo com SENESI', acredita-se que a intensidade de
fluorescéncia , nos modos de emissao e excitacao, decresce com o aumento da
massa molecular da amostra.Varios fatores podem contribuir para uma menor
intensidade de fluorescéncia de moléculas grandes. Por exemplo, a presenga de
metais, como o ferro associado a sistemas eletronicos m, pode diminuir a
intensidade de fluorescéncia, aumentando a energia do estado singleto para o
tripleto. Por outro lado, grupos doadores de elétrons, tais como, grupos hidroxil
e metoxil, em pequenas moléculas, podem aumentar a fluorescéncia pelo
aumento da probabilidade de transicao entre os estados fundamental e singleto.
Pode ocorrer deslocamento do comprimento de onda com a diminuicdo do
tamanho molecular das fracoes, devido a mudancas no nimero e orientagao dos
grupos funcionais, ou a propensdo da molécula para formar ligagdes de
hidrogénio.

Com aumento na massa molecular, hd um deslocamento do pico de
emissdo para o vermelho acompanhado por um alargamento. Esses efeitos sao
atribuidos a uma maior proximidade dos cromoforos aromaticos e ao
consequente aumento da probabilidade de desativacao dos estados excitados por
“quenching” interno em moléculas com elevado peso molecular'®.

ALBERTS et al.'” compararam fragdes obtidas por cromatografia
de exclusao de tamanho de trés amostras, acido fulvico e himico extraido de
solo e matéria organica natural extraida de dgua de rio. Pela cromatografia o
acido huimico extraido de solo apresentou fra¢des maiores e distribui¢do de
carbono diferente pela absor¢ao UV, com relagdo aquela observada para o acido
fulvico isolado do mesmo solo e o material organico extraido de 4gua de rio. No
entanto, a distribuicdo do material fluorescente no acido hiimico ¢ muito similar
aquele econtrado para o acido fulvico e matéria organica de agua de rio. Eles
observaram que os componentes fluorescentes da mistura ocorrem em fragdes

especificas, com tamanho molecular menor. Indicando que a fluorescéncia das
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trés amostras, mesmo de fontes diferentes, aparentemente pode estar associada
com moléculas do mesmo tamanho.

Uma o6bvia consideragado € a distribui¢ao dos fluoréforos como uma
funcao do tamanho molecular dos componentes da mistura. Intuitivamente, pode
parecer que moléculas grandes tém maior potencial para possuir sistemas
altamente conjugados, que podem proporcinonar maior fluorescéncia. No
entanto, moléculas com conjugagdo estendida, também sdo capazes de absorver
luz. Misturas de &cidos humicos t€ém em média maiores tamanhos moleculares
do que acidos fulvicos, no entanto, foi mostrado que misturas de compostos com
grandes tamanhos, definidos por ultracentrifugacdo, mostram menores
intensidades de fluorescéncia por unidade de carbono do que materiais
menores'”.

E plausivel que os fluoréforos presentes nas grandes moléculas de
acidos humicos de solo estejam mais impedidos dentro do corpo da matriz

hidrofébica do que aqueles nos acidos fulvicos e materias aquaticos.

3.3.5 Caracterizacao por Microscopia de Forca Atomica

A condi¢do para adsor¢cdo das moléculas dos AH na superficie da
mica € a inexisténcia de repulsdo eletrostatica entre as moléculas dos AH ¢ a
superficie do substrato devido aos grupos carboxilicos dos AH. Portanto,
considerando o valor do pKa em torno de 4 do grupo carboxilico das moléculas
dos AH, ¢ necessario ajustar o pH das suspensdes de AH para valores de pH

. 19
menores que o pKa desse grupo funcional .
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Figura 3.34 — Imagens de microscopia de forca atdmica de acido humico extraido de solo
(AH1) sorvidos em mica para pH 3,5 usando modo contato (5 x 5 um) (a); imagem
ampliada de uma regido mostrando a distribuicao de particulas na superficie da mica (1.5
x 1.5 um) (b); andlise de secdo da imagem de adcido humico (AH1) para particulas (c).
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A Figura 3.34a, apresenta uma imagem dos AH1 sorvidos em mica
para pH 3,5 usando modo contato. Nessa imagem observamos pequenas
particulas distribuidas pela superficie da mica e também alguns agregados. E
possivel observar uma tendéncia de interacdo entre as particulas adsorvidas,
ressaltando as associacOes intermoleculares entre as moléculas dos AH para
valores baixos de pH. Uma ampliagdo da imagem anterior foi necessaria para
mostrar a distribuicdo das particulas (Figura 3.34b). A Figura 3.34c mostra que
as particulas adsorvidas de AH t€ém um didmetro de ~60 — 80 nm.

Os acidos humicos sintéticos AHSII e AHSIII foram investigados
sob as mesmas condi¢des experimentais do 4cido hiimico extraido de solo (AH).
As imagens do AHSII e AHSIII podem ser vistas nas Figuras 3.35 e 3.36,
respectivamente. Nessas imagens podemos observar uma forma globular para as
particulas e novamente uma tendéncia a agregacao. A esfera observada e medida
nessas imagens apresentou um diametro de 140-150 nm para o AHSII e 50-
60nm para o AHSIIIL.

A repulsdo eletrostatica dos grupos ionizaveis —COOH e —OH
favorece uma conformacao estendida das moléculas de AH para valores de pH
maiores ¢ forca i0nica baixos. Por outro lado, um aumento na forga i6nica ou um
decréscimo do pH favorecem uma conformag¢do mais globular das moléculas
dos AH devido a blindagem das cargas. Sob essas condi¢des, interagdes inter-
moleculares entre as moléculas sdo favorecidas, levando a formacao dos

;o 104
agregados hiimicos'™*.
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Figura 3.35 — Imagem de microscopia de for¢a atdmica de dcido humico sintético AHSII
sorvidos em mica para pH 3,5 usando modo contato.
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Figura 3.36 — Imagem de microscopia de forca atdmica de dcido himico sintético AHSIII
sorvidos em mica para pH 3,5 usando modo contato.

As mudancgas morfoldgicas para o AHSII na presenca dos ions
metalicos Cu®’, Fe’" e Mn”" sdo mostrados na Figura 3.37. Na presenca dos ions
Cu®’, o material forma poucos agregados afastados, na forma de estruturas
globulares. Também se observam algumas particulas dispersas sobre a superficie
da mica, com diametro na faixa de 140-150 nm (Figura 3.37a). Observamos o
mesmo comportamento com relacdo ao complexo com o ion ferro (Figura
3.37b), sendo que os aglomerados mostram diametro lateral de 107 nm. O

complexo com manganés (Figura 3.37c) também mostra a formagdo de
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agregados, porém mostra uma quantidade maior de particulas e uma maior
dispersao das mesmas sobre a mica, com particulas medindo em torno de 70-80
nm. Para o complexo com manganés as imagens mostram particulas na forma de
esferas, porém também pode-se observar particulas na forma de cones que nao
foram observadas para os complexos com cobre e ferro.

Em todos os complexos dos ions metalicos com AHSII observa-se

agregados em um aparente arranjo de particulas menores.

Fom

500 ren

Figura 3.37 — Imagens de microscopia de forga atomica de 4cidos hiimicos sintetizados a
partir da p-benzoquinona (AHSII) com metais complexados: (a) cobre (AHSII-Cu), (b)
ferro (AHSII-Fe) e (c¢) manganés (AHSII-Mn), sorvidos em mica para pH 3,5 usando
modo contato.

As imagens do AHSIII na presenga dos fons metélicos Cu®", Fe’" e
Mn*" sdo mostrados na Figura 3.38. Para o complexo com cobre (Figura 3.38a),
nao foi possivel medir o didmetro das particulas, pois as imagens mostraram a

formagdo de estruturas do tipo esponja cobrindo a superficie da mica, como um
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filme. O complexo com ion ferro (Figura 3.38b), mostrou a formagdo de
estruturas do tipo “esponja” cobrindo a superficie da mica, porém, com
morfologia globular, com aparente medida de didmetro lateral na faixa de 180-
190nm. As imagens ndo mostraram particulas dispersas sobre a mica. O
complexo com manganés (Figura 3.38c), mostra a formacdo de agregados, e
uma maior dispersdo das particulas sobre a mica, com particulas medindo em
torno de 40-50 nm. Para o complexo de AHSIII com manganés a imagem ¢
semelhante a obtida para o complexo AHSII-Mn, onde mostram particulas na
forma de esferas, porém também pode-se observar particulas na forma de cone.

Para os complexos dos ions metalicos com AHSIII observa-se
variagdes na morfologia para cada ion metalico complexado.

As morfologias variaveis, ambas particulas, dos AHS e complexos
de AHS, observadas por AFM, estdo em concordancia com dados reportados
pela literatura, tais como pequenas esferas, agregados de esferas e estrutura tipo
esponja'®'%. Os complexos dos acidos hiimicos sintéticos AHSII e AHSIII
exibem uma morfologia um tanto similar aquela observada para o AH natural. A
presenca dos ions metalicos cobre, ferro e manganés levaram a formagdo de
estruturas do tipo agregados em um aparente arranjo de particulas menores para
o AHSII. As amostras AHSII-Cu e AHSIII-Fe mostraram uma morfologia

uniforme do tipo esponja, cobrindo a superficie da mica.
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Figura 3.38 - Imagens de microscopia de forca atdmica de acidos htimicos sintetizados a
partir da hidroquinona com acido 4-aminobenzoéico (AHSIII) com metais complexados:
(a) cobre (AHSIII-Cu), (b) ferro (AHSIII-Fe) e (¢) manganés (AHSIII-Mn) sorvidos em
mica para pH 3,5 usando modo contato.

As diferencas morfoldgicas indicam uma diferenga nas
funcionalidades quimicas das espécies. Isto pode afetar o comportamento fisico-
quimico de coldides humicos, por exemplo, forcas de ligacdo nas superficies de
minerais, complexacdo com ions metalicos ou o comportamento de agregagao.

Um aspecto ¢ a formacao dos agregados adsorvidos no substrato na
presenca dos ions metalicos, sugerindo a influéncia dos mesmos no fendémeno de
adsorcao e agregacdo dos AH. Uma idéia geral para explicar a agregacdo dos
AH est4d baseada na neutralizacdo das cargas superficiais. Pela diminui¢ao do
pH, aumento da forga idnica ou por adicdo de cations polivalentes, a carga
negativa superficial natural do AH, que ¢ responsavel pela repulsdo entre as

particulas, ¢ neutralizada e conseqlientemente, as particulas se agregam. No caso
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dos cations polivalentes, a formagao de pontes entre os cations e os coléides AH
carregados negativamente, podem ser sugeridas como um plausivel mecanismo
de agregacdo (AH....Me".....AH)'%.

Ressalta-se que as imagens obtidas e apresentadas neste trabalho,
sdo provenientes de um estudo preliminar, sendo necessario o desenvolvimento
de um estudo mais detalhado sobre a cinética de deposicao das moléculas dos

AH nos substratos (hidrofobicos e/ou hidrofilicos) usando a microscopia.
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A combinacdo de métodos espectroscopicos, (como Absorcao e
Fluorescéncia de Luz UV-Visivel, Ressonancia Magnética Nuclear,
Infravermelho), Cromatografia por Exclusdo de Tamanho e Microscopia de
Forca Atomica, considerando a complexidade do sistema analisado,
controvérsias na literatura sobre a estrutura das substancias humicas, revelaram-
se adequados e geraram resultados de interesse para a pesquisa sobre as
substancias humicas, sendo possivel dar contribui¢cdes originais no tema. Entre
elas destacam-se:

1- Obteve-se um polimero com caracteristicas andlogas as dos acidos humicos
através de reagdes de sintese, por meio de polimerizacao oxidativa em meio
alcalino utilizando como precursores a hidroquinona, p-benzoquinona e o
acido 4-aminobenzobico, constituindo um precursor de interesse para o
avanco nos estudos de substancias humicas;

2- Os resultados mostrados por FTIR e RMN mostraram a ocorréncia da
formagdo do acido humico sintético, sendo estes compativeis com o0s
encontrados na literatura;

3- A estrutura obtida para o acido himico sintético, através da reacdo de
polimerizacdo oxidativa apresentou grupos funcionais semelhantes aos
encontrados nos acidos humicos naturais;

4- A complexagio de fons metalicos (Fe’", Cu®" e Mn®") aos acidos hiimicos
sintéticos influenciou na estrutura levando a um aumento no tamanho
molecular, conforme sugere os dados obtidos por Cromatografia de Exclusao
por Tamanho;

5- Os espectros de FTIR dos acidos humicos sintéticos apos a complexagao de
ions metalicos mostraram alteracdes nas bandas que estdo associadas a
mudancas estruturais indicando a complexacdo dos ions metélicos

principalmente com grupos fenolicos e carboxilicos presentes nos polimeros;
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6-

Os espectros de UV-Visivel e Fluorescéncia dos acidos humicos sintéticos
apds a complexacao de ions metalicos mostraram alteracdes nas bandas que
estao associadas a mudancas estruturais;

Foram observadas mudangas nos espectros de Fluorescéncia com a adicao
dos ions metalicos Cu*", Fe’", Mn**, indicando que os grupos fluordforos
estdo de algum modo envolvidos na complexacao;

As titulagdes condutométricas dos 4acidos htimicos sintéticos dao diagramas
lineares com retas de diferentes inclinagdes mostrando pontos de
equivaléncia;

As curvas potenciométricas derivativas sdo um meio bastante eficiente para
identificar e estimar o pK de grupos acidos nas SH e substancias poliméricas

similares;

10-Em geral, as imagens de AFM das moléculas do AH e acido humico sintético

(AHS) sorvidos no substrato mica, apresentaram estruturas globulares. Foi
observado também interacdo entre as particulas dos AHS apos a
complexacio dos fons metélicos (Fe’*, Cu*” e Mn®") que levaram a formacio
de estruturas do tipo agregados.

Os resultados obtidos neste trabalho, reforcam a importancia de

utilizarem-se diversas técnicas independentes para o estudo de materiais tdao

complexos e heterogéneos como as substancias humicas.



CAPITULO 5 PERPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

_______________________________________________________________________________________________|

eEstudar as caracteristicas estruturais do polimero sintetizado, analogo
as substancias humicas, na preseng¢a e auséncia de ions metélicos com diferentes
caracteristicas  por  técnicas  eletroanaliticas  envolvendo  titulagdes
potenciométricas e condutométricas com bases fortes para determinar as
afinidades protonicas.

eRealizar estudos sistematicos da complexacgao de ions metalicos com
a técnica de ressonancia paramagnética eletronica (EPR).

¢Os estudos mostraram que a lenta polimerizagdo da hidroquinona em
meio alcalino, em presenca de ar, leva a mistura de polimeros que devidamente
isolados e analisados pelas técnicas espectroscopicas mostraram algumas
semelhancgas com substdncias hiimicas. E importante prosseguir neste estudo,
procurando polimerizar a hidroquinona na presenca de aminoédcidos e outras
substancias contendo nitrogénio, e também carboidratos, j4 que os compostos
naturais sempre contém nitrogénio, € tém componentes hidroxilicos, alifaticos.
Estes compostos poliméricos poderdo ter consideravel interesse em preparagdes
farmacéuticas/cosméticas de protecdo as radiacdes solares ultravioleta,
causadoras de cancer de pele, conforme evidenciado recentemente no XII
Encontro Internacional da Sociedade Internacional de Substancias Humicas

(IHSS), realizado em julho/2004, no Brasil.
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