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RESUMO

Durante o estagio supervisionado foram feitas extragdes das substancias
himicas, segundo o método proposto pela sociedade internacional de estudos
sobre substincias humicas (IHSS); coletados pelo nucleo de estudos do mar
(NEMAR). As amostras foram caracterizadas por infravermelho, composig&o
elementar, microscopia eletronica de varredura e comparadas segundo dados
da literatura.

Devido as condigdes do meio, as substdncias humicas extraidas da
Lagoa do Peri possuem um comportamento particular, influenciado pelos
canais que drenam a lagoa. Portanto, um meio em constante renovagdo e
pouco humificado.

Em relagdo a composi¢do elementar observa-se que ocorre diminui¢do
no conteudo de oxigénio para os acidos himicos em relagdo aos 4acidos
fulvicos, esta diminui¢8o € conseqiiéncia das reagdes de descarboxilagdo. Nos
espectros de infravermelho os acidos himicos e 4cidos flilvicos exibiram as
principais bandas caracteristicas dos mesmos. A microscopia eletronica de
varredura é um pardmetro comportamental das substdncias htimicas apos o
processo de liofilizag8o, havendo uma diferenciagdo dos acidos humicos em

relagdo aos acidos fulvicos.
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1. INTRODUCAO

1.1. FORMACAO DAS SUBSTANCIAS HUMICAS

O extraordinario fendmeno bioquimico chamado fotossintese regido
pelos chamados produtores primarios origina um enorme numero de
compostos orgéanicos. Estes compostos, apés a morte e decomposi¢do dos
organismos que deles se utilizam, dardo origem a matéria organica dos solos,
sedimentos e aguas. De uma forma simplificada, este material pode ser
dividido em dois grandes grupos. O primeiro grupo € constituido pelos
produtos da decomposi¢do dos residuos orgédnicos e do metabolismo
microbiano e inclui aminoacidos, proteinas, carboidratos, lipidios, ligninas,
entre outros. O segundo grupo, por outro lado, resulta de uma série de reagdes
enziméaticas entres estes compostos e € constituido de macromoléculas com
caracteristicas funcionais mistas. Estes Ultimos s@o chamados substancias
hiimicas (SH). As SH sdo componentes majoritérios (cerca de 70%) da
matéria orginica e estdo presentes em 4guas, sedimentos e solos. Eles sdo
fonte de elementos essenciais a vida, como o N ¢ P; constituem uma grande
reserva de carbono orginico e ainda interagem com substdncias orgénicas
e/ou inorginicas no meio tanto de origem natural quanto antropogénica

(Rashid, 1985).

Operacionalmente as substdncias himicas (SH) sdo classificadas em
acidos humicos (AH), soliveis em meio basico e insoluveis em meio &cido,
acidos fulvicos (AF), soliveis em meio acido e alcalino e as huminas;
insoliveis em toda faixa de pH, ndo podendo ser extraida do solo ou

sedimentos por acidos ou bases diluidas.



A FIG.1 mostra uma proposi¢do para o mecanismo de formagdo das

SH, apresentado por Stevenson (1982).

RESIDUOS DE PLANTAS E
ANIMAIS

TRANSF‘J)RMACAO
POR
MICRORGANISMOS

! \ LIGNINAS
AMINICOS MODIFICADAS

ACUCARFS PRODUTOS DA
DECOMP(EICAO
NAS DAS LIGNINAS

SUBSTA&VCIAS
HUMICAS

Figura 1. Mecanismos de formag@o das SH no solo.

O processo de humificagdo parece ser simples. No entanto, o nimero
de rea¢des envolvidas sdo enormes. Aparentemente o ataque inicial aos
materiais recentemente adicionados ¢ realizado por representantes da
mesofauna (formigas, térmitas e outros) (Pinheiro, 1996). Paralelamente
ocorrem  transformagdes conduzidas por enzimas produzidas por
microrganismos (Stevenson, 1994). A fase inicial da biodegradagédo
microbiana ¢é caracterizada pela perda rapida de agucares, proteinas, amido ¢

numa segunda fase, ocorre a liberagdo de CO, (Sastriques, 1982).




1.2. ESTRUTURA DAS SUBSTANCIAS HUMICAS

Vérios modelos de estruturas tém sido propostos para as SH. Schnitzer

propos os modelos para AH e AF representados nas FIGS. 2 e 3.
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Figura 2. Estrutura de AF proposta por Schnitzer (1978).
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Figura 3.Estrutura de um 4cido humico proposta por Schnitzer 1993.



Os AF tém massa molar mais baixa se comparados com os AH e
contém consideraveis quantidades de grupos funcionais de natureza 4cida,
particularmente os carboxilicos. A estrutura dos AH €, em geral, mais rica em
carbono do que a dos AF e a quantidade relativa de O ¢ menor para os AH
devido ao processo de descarboxilagfio durante a humificagdo. A quantidade
de hidrogénio nos AH em relagdo aos AF ¢ menor, em contraposi¢do com a
quantidade de nitrogénio que ¢ maior para os primeiros. A diferenga nas

composicdes elementares entre AF e AH podem ser observadas na Tabela 1.

Tabela 1. Faixa de composigdo elementar de 4cidos himicos (AH) e falvicos
(AF) de solos (Schnitzer, 1978).

SH C (%) H (%) N (%) 0 (%) S (%)
AH 536-587 32-62 08-55  328-383 01-15
AF 40,7-50,6 38-7,0 09-33  397-498 0,1-36

1.3. IMPORTANCIA DAS SUBSTANCIAS HUMICAS

As SH ajudam na germinag8o de sementes, pois fazem aumentar a
retenco de calor pelo solo, gragas a sua coloragdo tipicamente escura. Devido
3 sua alta capacidade de retengdo de agua as SH evitam o escoamento sendo
importantes na conservagao do solo contra a erosdo. Interagem ainda com
argilas minerais, cimentando assim as particulas do solo em agregados,
permitindo a troca de gases € consequentemente a permeabilidade
(Senesi et al., 1989; Ricca et al., 1993).

A presenga de grupos funcionais, particularmente carboxilas e
hidroxilas fenélicas, que podem ser protonados € desprotonados segundo o
pH nos diversos setores do meio ambiente, fazem com que as SH assumam

um comportamento polieletrolitico e funcionem como agente tamponante de



jons metalicos nos ambientes naturais (Saar e Weber, 1982;
Samanidou et al. 1991). Metais como cobre e cadmio, por exemplo, quando
complexados com as SH s#io menos téxicos aos organismos do que em suas
formas hidratadas (Sunda e Lewis, 1978; Wangersky, 1986;
Florence et al., 1992).

Em ambientes aquéticos, as SH podem ainda alterar a particdo dos
metais passiveis de complexagdo, seqiiestrando ou liberando estes fons para o
ambiente. Além da complexagdo com metais, tem sido mostrado que as SH
podem interagir com poluentes organicos, tais como o DDT e outros. O modo
de agdo vai desde um aumento na solubilidade do agente toxico, até sua
completa imobilizagdo, se o agente se liga 4 humina, que € insoluvel
(Manahan, 1989; Kango e Quinn, 1992).

O estudo da dindmica da matéria organica, especificamente as SH,
contribui decisivamente para o desenvolvimento da ciéncia do solo reduzindo
o impacto ambiental. E portanto, considerado como uma das prioridades de
pesquisa para O proximo século. A busca de sistemas sustentdveis e
produtivos pode ocorrer através do manejo adequado dos recursos
disponiveis, mantendo e melhorando a qualidade ambiental e conservando 0s

recursos naturais.

2. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi o de extrair as SH de cinco amostras
de sedimentos provenientes da Lagoa do Peri, avaliando suas caracteristicas
estruturais e espectrais por meio de CHN, infravermelho e morfolégicas por
microscopia eletronica de varredura, de forma a averiguar a origem deste

material, comparando-os com outros resultados da literatura.




3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Resina de Troca I6nica Amberlite® IRA 200

Procedéncia: Supelco Park

Para converter a resina na forma Acida, lavou-se inicialmente com
solugdo de acido cloridrico 0,1 mol L durante 15 minutos com agitagdo.
Apods a remogdo do sobrenadante, adicionou-se solugdo de acido cloridrico

2,0 mol L' e manteve-se a agitagdo por mais 1 hora.

3.2. Resina Supelite™ DAX-8

A resina Supelite™ DAX-8, sendo hidrofobica, concentra a matéria
orgnica presente em solugdo aquosa. Esta resina tem sido indicada pela IHSS
para extragdo de SH de sedimentos e 4guas. A resina foi tratada segundo o
método desenvolvido por Thurman e Malcolm (1981), descrito a seguir:

Lavou-se a resina varias vezes com solugdo de NaOH 0,1 mol L™ para
eliminar parte do material que se forma por estocagem da mesma em
laboratério. A seguir, a resina foi lavada seqiiencialmente, por periodos de 6

horas, com metanol, éter etilico, acetonitrila e metanol, num extrator Soxhlet.

3.3. INSTRUMENTACAO

A matéria orginica foi fracionada em uma centrifuga Excelsa Baby

modelo 206/2.



As solugdes foram evaporadas em um rotaevaporador Fisatom modelo
802 e liofilizadas em um Liofilizador Edwards.

Os espectros de Infravermelho dos AF e AH (2 mg em pastilha de KBr)
foram registrados em um Espectrofotometro FT Perkin Elmer modelo 16 PC.

A anilise elementar dos AF e AH foi realizada em um Analisador
Elementar CHNS - O - EA 1110 CE - Instruments.

As andlises morfolégicas de microscopia eletronica de varredura foram
feitas em Microscopio eletronico de varredura Philips XL.30. As amostras
foram metalisadas, em uma fina camada de ouro, em um metalisador P-S2

Diod Sputtering System.

3.4. AMOSTRAGEM

3.4.1. AREA DE ESTUDO

A Lagoa do Peri esté localizada na parte sul da Iha de Santa Catarina,
entre as coordenadas geograficas (48° 43’ 30" S e 48° 32" 18" W). Apresenta
uma area de 5,12 km?, sendo sua configuragdo no sentido norte-sul, com
extensdo de 4 km, e larguras que variam de 1,0 km a 1,7 km.

A cobertura vegetal da Bacia da Lagoa do Peri, estd composta
principalmente por espécies integrantes da Mata Atlantica, reflorestamento de
Pinus e Eucaliptos, e por vegetagdo de restinga.

Os principais canais fluviais que drenam para a Lagoa do Peri sio:

Ribeirdo do Peri, Cachoeira Grande e o Cachoeira Pequena.




A FIG.4 mostra os pontos de coleta na Lagoa do Peri.
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Figura 4 - Localizag@o dos pontos de amostragem da Lagoa do Peri.
Pontos de coleta:1,3,4,6,7.

3.5 COLETA E PREPARACAO DA AMOSTRA

As amostras foram coletadas com o auxilio de uma embarcagio,
utilizando-se amostrador do tipo van Veen com capacidade de 1000g. Foram
embaladas em sacos plasticos, e acondicionados para transporte ao

laboratorio.



3.5.1 SECAGEM DA AMOSTRA

As amostras de sedimentos foram processadas no Laboratério de
Hidrogeoquimica do Nucleo de Estudos do Mar (NEMAR), sendo efetuados
analise granulométrica e de teor em matéria organica. As amostras foram
lavadas para retirada de sais soltveis, secas em estufa a temperatura inferior a
60°C, tamizadas, pulverizadas em grau de porcelana e homogeneizadas para
posterior separagdo granulométrica.

Ap6s a passagem em coluna vibratéria Produtest e um jogo de peneiras
Granutest tomou-se 100 g de cada amostra de sedimento e deu-se inicio a

etapa de extragdo.

3.5.2 METODO DE EXTRACAQ

O fluxograma abaixo mostra, resumidamente, as varias etapas do
processo de extragdo das SH proposto pela IHSS (International Humic

Substance Society).
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Amostra de sedimento (100 g)

Lavagem com HCI
Centrifugagéo
Lavagem com NaOH, sob N2
Centrifugacéao

il 3
[ 1
Sobrenadante Precipitado
HClpara precipitagdo descartado
1
[ L
AH AF
Precipitado Sobrenadante
Purificagédo Purificagédo
HCI-HF Resina XAD-8
M&J Troca i6bnica
A mberlite Amberlite 200
200
|
Liofilizagédo Liofilizagéao

Figura 5- Fluxograma simplificado do processo de extragdo das SH.

4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1. COMPOSICAO ELEMENTAR

A composi¢do elementar é a distribuigdo percentual dos atomos que
compde a rede estrutural das substincias hiimicas. A anilise do conteudo

relativo de carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e enxofre revela que



essas substdncias apresentam uma natureza quimica muito particular, distinta
de qualquer substéncia de natureza vegetal ou animal (Kononova, 1982).

Em relagdo a composicdo elementar média dos organismos vivos
(animais e vegetais), as SH apresentam enriquecimento no teor de carbono
devido principalmente, as rea¢des de polimerizagio e condensagdo ocorridas

durante a humificagdo.

A Tabela 2 apresenta os valores de composigo elementar obtidos neste

trabalho bem como suas razdes.

Tabela 2. Composi¢do Elementar das substancias hiimicas da Lagoa do Per.

Amostra C(%) H(®%) N(®%) S(%) O+P (%) C/N C/H

AF 7 41.9 4.7 3.0 nd 50.4 13.9 9.0
AH7 46.7 3.5 4.8 2.84 40.0 9.6 8.4
AH 1 48.7 5.3 3.2 2.28 40.6 15.3 9.2
AH3 46.4 4.7 27 nd 46.1 16.9 9.9
AH 4 46.6 53 4.6 nd 43.6 10.2 8.8
AH 6 44.8 6.0 3.2 nd 44.0 8.5 7.5

Obs.: Os AF 1,3,4 apresentaram valores de C menor que 20%

Observa-se que ocorre diminuigdo no conteudo de oxigénio para os AH
em relacdo ao AF. Esta diminui¢do é conseqiiéncia, principalmente das
reacdes de descarboxilagdo, uma vez que além de menor conteudo de
oxigénio os AH também apresentam menor conteido de grupamentos
carboxilicos do que os AF. A percentagem de oxigénio € obtida, na maior
parte dos trabalhos, de forma indireta, pela diferenca entre o somatério da
composigdo de C,H,N e S.

Analisando os dados da literatura observamos que os percentuais de

carbono para as SH deste trabalho estdo de acordo com os da Tabela 1.



As razdes entre as concentragdes dos elementos (C/H, C/N e C/O)
refletem o grau de humificagdo ou seja o grau de condensagfo, o que esta
ligado as condi¢Ges ambientais no processo de diagénese nas SH. As SH que
apresentam razdes C/H variando 6 e 10 sd3o identificadas com locais de
constante renovagdo e menos aerébicos (Rashid e King, 1970; Nissebaum e
Kaplan, 1972;Stuermer et al., 1978; Nissenbaum, 1979). Os valores de C/H
da Tabela 2 situam-se entre 7,5 € 9,9 o que demonstra que as amostras de
sedimentos da Lagoa do Peri exibem um comportamento tipico de um local
pouco aerdbico e com deposi¢do continua de matéria organica. Razdes C/H
classificadas entre 16 e 21 refletem matéria orgdnica mais condensada com
pouco hidrogénio. (Kononova 1966).

As razdes C/N tém sido usadas para identificar a origem da matéria
organica. O material proveniente de organismos marinhos, por exemplo ¢,
geralmente, rico em nitrogénio apresentando baixos valores de C/N (entre 10
e 15). O material orgénico de solos, por outro lado, devido ao consumo de N
pelas plantas tem valores C/N mais altos (Rashid e King 1970). Os valores
aqui encontrados sdo varidveis mas baixos o suficiente para classificar o

material como sendo de origem fitoplancténico.

4.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO (IV)

A aplicago da espectroscopia de IV na andlise de substancias himicas
¢ relativamente comum, existindo, na literatura, uma quantidade razoavel de
informagdes e dados resultantes dessa técnica (Stevenson, 1971;
Celi et al.,1997; Dick et al. 1997).

Segundo Stevenson (1994), a importancia da espectroscopia de IV no

estudo de substancias htimicas reside no fato de através dela ser possivel:



a) obter informagdes sobre a natureza, a reatividade e o arranjo estrutural dos
grupos funcionais oxigenados presentes; b) identificar a ocorréncia de
estruturas de carboidratos e proteinas; c) estabelecer a presenga ou auséncias
de impurezas inorgénica (metais, argilo-minerais); d) realizar analise
quantitativa; e) analisar as intera¢Ges entre matéria orginica - metal e matéria

organica - pesticida. Os espectros de infravermelho de AH da Lagoa do Peri

sdao mostrados na FIG. 6.
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Figura 6. Espectros de infravermelho dos &cidos himicos da Lagoa do Peri.

Os espectros de infravermelho de AH exibem predominantemente a
presenga de grupos funcionais oxigenados na regido de 3300 a 3400 cm’,
relativo ao estiramento do grupo OH. Na regido de 2900 cm™ o estiramento
da ligagdo C-H é relativo a metilas de grupamentos alifaticos. Em 1628 cm”

o estiramento do grupo C=C é caracteristico dos anéis aromaticos. Na regido



de 1512 cm™ é devido a deformagéo N-H e o estiramento C=N. Na regido de

1226 cm™! relativo ao estiramento C-0 ou Si-O.

Os espectros de infravermelho de AF sdo mostrados na FIG.7, e exibem

comportamento semellhante aos AH.
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Figura 7. Espectros de Infravermelho de 4cidos flvicos referente as estagdes
4,7,3,1 (mapa da Lagoa do Peri, pagina 9 ).

Os espectros de IV para os AF (FIG.7), apresentam uma maior

intensidade em relagdo aos AH na regido de 1700 cm™ devido ao estiramento

C=0 dos grupamentos dos acidos carboxilicos os quais s@o mais abundantes

nestes compostos.

4.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) baseia-se na obtengdo de
uma imagem formada por um feixe de elétrons. Esta técnica tem sido

empregada, principalmente, em estudos sobre a morfologia dos AF ¢ AH e



sobre os efeitos do meio (concentragdo da amostra, pH, for¢a idnica da
solugdo), na mudanga conformacional dessas macromoléculas.

Nas FIGS. 8 A ¢ 8 B pode-se observar as fotos de MEV com a
formagdo de agregados (empacotada).

E importante salientar que o aspecto de fibras também observado neste
trabalho é usado para descrever a aparéncia morfologica das SH para a MEV,
ap6s a passagem da SH na resina de troca i0nica, seguida do processo de
congelamento e liofilizagdo provavelmente diferenciando-se da estrutura
original no sedimento. Nas condigdes aqui usadas as solugdes foram
congeladas quando estavam a pH 2. Chen & Schnitzer (1976) observaram que
a pH 2,0 os AF e AH consistem de macromoléculas unidas formando um
agregado, exibindo a forma de fibras e/ou feixe de fibras. Com a elevagdo do
pH do meio até 4,0 estas fibras tendem a ficar mais finas, e o aspecto de
feixes mais evidente. Em pH alcalino as substdncias humicas tornam-se
amorfas, ou mais proximas de uma estrutura em laminas.

Os AF apresentam um aspecto mais fibroso, ja os AH apresentam uma
caracteristica mais empacotada, evidenciando-se assim diferengas no
comportamento morfolégico dos mesmos. Levando-se em considera¢do que
os AH s3o mais ricos em estruturas aromdticas os mesmos poderiam estar
relacionados a uma estrutura mais empacotada.

Algumas amostras de AF apresentaram na MEV interagdes com a
fracdo mineral do solo (FIG. 8 C). Nestes casos 0s AF mostraram fraturas e
interagdes com fragdes minerais do solo o que esta de acordo com os baixos

valores de carbono (menores que 20%) nos AF das estagdes 1,3.4.



Figura 8. Micrografias dos AH (A) e AF (B e C). Ampliagdo 300x
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5. CONCLUSAO

A anélise espectroscdpica de infravermelho das SH da Lagoa do Peri
mostrou que os principais grupos funcionais tipicos dessas substincias estdo
presentes. A maior solubilidade dos AF deve-se principalmente aos grupos
carboxilicos evidenciados nos espectros de IV dos mesmos.

Na andlise elementar pode-se constatar que as SH da Lagoa do Peri
possuem caracteristicas diferenciadas de ambientes terrestres e aproximando-
se de ambientes aquaticos.

As SH extraidas da Lagoa do Peri possuem um comportamento
particular devido as condi¢des do meio em constante renovagdo influenciado
pelos principais canais que drenam a lagoa (Ribeirdo do Peri, Cachoeira

Grande) e o fluxo interno na lagoa. Portanto, um material pouco humificado.
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