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RESUMO

Grupos funcionais acidos (carboxilicos e fendlicos) de Substancias Humicas —
SH (acidos fulvicos — AF e acidos humicos — AH) de diferentes ambientes
(estuarinos, marinhos, agua doce, terrestres) foram quantificados através do método
de Schnitzer e Gupta (1965). Neste método a acidez carboxilica (AC) é medida por
meio da reagcdo de uma amostra com o (CH3;COQO),Ca e a acidez total (AT) pela
reacao com o Ba(OH),. A diferengca entre esses dois valores €& atribuida a acidez
fendlica (AFL). As SH foram previamente caracterizadas por analise elementar
(CHNS) e por espectroscopia no infravermelho (IV). Os resultados refletiram
caracteristicas que estavam de acordo com o sitio de coleta, ou seja, as amostras
terrestres mostraram sinais de matéria organica (MO) derivada de lignina e as
amostras marinhas de MO planctdnica, mais proteinacea. Diferentemente dos dados
de analise elementar e espectral, os resultados de AC e AFL ndao mostraram as
tendéncias esperadas para cada tipo de material, com as SH aquaticas
apresentando valores excessivamente altos de AFL, por exemplo. Assim, uma série
de experimentos, usando compostos modelo, foi realizada para testar possiveis
interferéncias na determinacdo da acidez de SH. Como modelo de SH foram
utilizadas diferentes misturas contendo trés acidos benzenocarboxilicos (acido 2,4-
dihidroxibenzoico; acido 3,5-dihidroxibenzdico; acido ftalico) e dois peptideos (DL-
alanil-DL-alanina; glicil-L-leucina). Os resultados mostraram que, na auséncia de
peptideos, grupos fendlicos com valores de pK, muito altos ndo sao detectados na
reacao com o Ba(OH), e os resultados obtidos nao representam a concentragao real
dos grupos acidos. Para as misturas contendo peptideo, os resultados relativos a
AT, sao distorcidos principalmente porque nas condi¢cdes severas da reacdo com o
Ba(OH), ocorre a hidrdlise do peptideo, consumindo um grupo hidroxila extra,
aumentando artificialmente a AFL. Tais condigbes ndo sdo minimizadas pela
reducédo do tempo de reagdo. Assim, os valores de acidez obtidos para as amostras
reais ndo tém um significado absoluto, mas devem ser usados somente em

comparacdes com amostras que tenham sido analisadas pelo mesmo método.



ABSTRACT

Acidic functional groups (carboxylic and phenolic) of humic substances — HS
(fulvic, FA and humic, HA acids) of distinct environments (estuarine, marine,
freshwater, terrestrial) were classified by the Schnitzer e Gupta (1965) method. In
this method the carboxylic acidity (CA) is measured via the reaction with the Ca-
acetate and the total acidity (TA) via the reaction with the Ba-hydroxide. The
difference between theses two values is attributed to the phenolic acidity (PhA). The
HS were previously characterized by elemental analysis (CHNS) and fourier
transform infrared spectroscopy (FT-IR). The results reflected characteristics that
were in agreement with the collection site, with terrestrial samples showing lignine
signals and marine samples showing proteinaceous organic matter signals.
Differently of the data of elemental and spectral analysis the results of CA and PhA
did not show the expected trends for each type of material, with aquatic HS
presenting excessively high PhA values, for example. Thus, a set of experiments,
using model-compounds, was carried out in order to evaluate interferences on acidity
measurements of HS. As a model of HS a few different mixtures containing three
benzene carboxylic acids (2,4-dihydroxybenzoic acid; 3,5-dihydroxybenzoic acid and
phthalic acid) and two peptides (DL-alanyl-DL-alanine and glycil-L-leucine) were
used. The results showed that, in absence of peptides, phenolic groups with high pK,
values are not detected in the Ba(OH), reaction and the data so obtained do not
represent the real concentrations of the acidic groups. For the mixtures containing
peptides, the results relative to the TA are distorted, mainly because under the
extreme conditions of the reaction with Ba(OH), the hydrolysis of the peptide occurs,
consuming extra hydroxyl groups and increasing artificially the PhA. Such a condition
is not minimized by the reduction of the reaction time. Hence, the acidity values
measured for real samples don’t have absolute significance, and must be used only

in comparisons among HS that had been treated in the same way.
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1 SUBSTANCIAS HUMICAS

1.1 ORIGEM E CLASSIFICAGAO

A matéria organica (MO) encontrada nos solos, sedimentos e aguas naturais
€ uma mistura de compostos em diferentes estagios de decomposic¢ao, resultantes
da degradacgao biolégica de residuos vegetais e animais bem como da atividade
sintética de microorganismos.1 Essa massa traz incorporada uma variedade imensa
de microorganismos, que para sobreviverem, decompde-na, retirando da mesma,
energia e elementos que lhe sdo necessarios tanto a sua formagao e sobrevivéncia,
quanto a sua multiplicacdo. E sao precisamente a MO e a sua constante
decomposicdo, que imprimem aos sistemas naturais, caracteristicas quimicas e
bioldgicas de extrema importancia para a vida.?

A MO pode ser dividida em dois grupos fundamentais: as substancias nao
hamicas e as substancias humicas (SH). O primeiro é constituido pelos produtos da
decomposicdo dos residuos organicos e do metabolismo microbiano. Estéo
presentes neste grupo as substancias com caracteristicas quimicas bem definidas
como os carboidratos, as proteinas, os aminoacidos, os acidos graxos e os acidos
organicos de baixa massa molar, os quais s&o faciimente atacados pelos
microorganismos. O segundo grupo é considerado como sendo o principal
componente da MO em diferentes tipos de ambientes. Elas sdo os componentes
majoritarios (70%) do carbono organico e estdo presentes em aguas, solos e
sedimentos." 2 3 Essas substancias originam-se (Figura 1) da degradacgao oxidativa
e subsequente polimerizacdo da MO animal e vegetal.4 Esse material consiste de
misturas de macromoléculas com diferentes massas molares e grupos funcionais
distintos, sendo responsaveis por inumeros processos fisicos, quimicos e
geoquimicos nos ambientes naturais.’ Apresentam uma coloragdo escura, uma
estrutura complexa com propriedades fisicas e quimicas nao definidas, carater
hidrofilico, alta massa molar e alta estabilidade, isto €, sendo mais estavel ao ataque
pelos microorganismos.1' 3

As SH séo classificadas, operacionalmente, de acordo com sua solubilidade
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em solugdo aquosa em: acidos fulvicos (AF), soluveis em meio acido e basico;

acidos humicos (AH), soluveis em meio basico e insoluveis em meio acido e humina,

insoluvel em agua em qualquer faixa de pH.’

RESIDUO DE PLANTAS

v

N

TRANSFORMAGAO POR MICROORGANISMOS

LIGNINA
MODIFICADA

POLIFENOIS

v

QUINONAS

AGUCARES

_—ra

A

COMPOSTOS
NITROGENADOS

SUBSTANCIAS HUMICAS

\

PRODUTOS DE
DECOMPOSIGAO DA
LIGNINA

v

QUINONAS

Figura 1 — Mecanismo de formagao das SH.*

1.2 IMPORTANCIA PARA O MEIO AMBIENTE

As SH desempenham um papel importante no meio ambiente devido a varias

caracteristicas. Uma delas é ajudar na germinagdo de sementes, pois fazem

aumentar a retengao de calor pelo solo, gragas a coloragao tipicamente escura que

possuem. Devido a sua alta capacidade de retengdo de agua (até vinte vezes a sua

massa) as SH evitam o escoamento sendo, portanto, importantes na conservagao do

solo contra a eros&o.> Uma outra propriedade importante das SH é a habilidade de

interagir com ions metalicos para formar complexos de diferentes estabilidades e

caracteristicas estruturais.® ’

A presenga de grupos funcionais contendo oxigénio, tais como carboxilas,

hidroxilas fendlicas e carbonilas, faz com que as SH assumam um comportamento
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polieletrolitico e atuem como agentes tamponantes de ions metalicos.® Em
ambientes tipicamente aquaticos, as SH podem ainda alterar a particdo dos metais
passiveis de complexagao, seqiestrando ou liberando estes ions para a coluna
d’agua. Além da complexacdo com metais, as SH podem ainda interagir com

xenobiodticos organicos, tais como o DDT, PCBs e outros.®

1.3 COMPOSIGAO ELEMENTAR E ESTRUTURA

A composicao elementar das SH, bem como suas propriedades podem variar
de acordo com a fonte de MO e local de sua formagao. Fatores como a vegetacao, o
clima e o tipo de ambiente influenciam na humificagdo, determinando de certa forma
as caracteristicas das SH. O alto grau de alifaticidade do humus marinho, por
exemplo, é resultante da contribuicdo de lipidios de origem microbiana,
particularmente alga; enquanto que a abundéancia de substituintes policarboxilicos e
fendlicos tem correlagdo com insumo terrestre, indicando que ligninas e,
provavelmente, taninos sdo importantes na formagdo de humus em ambientes
continentais.”® "' A composi¢do elementar média, bem como a variabilidade dos
principais elementos em AF e AH de solos, sdo apresentados de forma resumida na
Tabela 1.

Tabela 1 — Composicao elementar média e variacao dos elementos nos AF e AH.

Elemento AF AH
Média (%) Faixa (%) Média (%) Faixa (%)
Carbono 45,7 40,7 - 50,6 56,0 53,0 - 58,7
Hidrogénio 54 3,8-7,0 3,2 3,0-6,5
Nitrogénio 2,1 0,9-3,3 47 0,8-5,5
Oxigénio 448 39,0 - 50,1 35,5 32,0-38,5
Enxofre 1,9 0,1-3,6 0,8 0,1-1,5

Fonte: adaptado de Schnitzer.'”
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As estruturas das SH sio descritas, comumente, como tendo um certo
numero de unidades de acidos organicos. Técnicas quimicas como a degradagao
oxidativa sdo utilizadas para a investigagdo, sendo que a maioria dos produtos
obtidos s3o &cidos carboxilicos, benzenocarboxilicos e acidos fendlicos. ™

Através da analise conjunta de diversas técnicas, Schulten e Schnitzer™
propuseram uma estrutura-modelo para AH (Figura 2). Esta estrutura consiste de
um extenso esqueleto de carbono com atomos de O, H e N presentes nas
proporgdes indicadas por dados analiticos. O oxigénio esta presente na forma de
carboxilas, hidroxilas fendlicas e alcodlicas, carbonilas, éster, éter e em anéis de
cinco membros. Contudo, a exata combinagdo molecular e estrutural desses
compostos dindmicos é ainda objeto de discussdo. Muito pouco se conhece, por

exemplo, sobre a interagdo entre os grupamentos funcionais.

HO 0 0 OH 0 Ho O OH0
0 OH
0 > (CH3)g-2
(CH3)0-3 0
OH R
H

t tae
y D) &
0._0H
O OH HO OOH 0 0 OHO )
0 O O 0 O OH " 2(CHJ)a-z
0“~0H _..H
0 0y-OH C=N
OH

OH
OH 0 (CH3)g-4 @ (CH30)g-3

a~ HO~0 0 o 0 O OH P
X OH H OH
S SAS S IR e C R
~ HO

0
Py 0A0H
X0 (CH3)g-2
HO
L5 ?
Ho C=N
(CH3)g-5

CH,0H
/\/\)ko
(CH3)0—5

Figura 2 — Estrutura proposta por Schulten e Schnitzer para AH."




Capitulo | - Introducgao

Em 1997, estes mesmos pesquisadores apresentaram um modelo de
estrutura tridimensional (Figura 3)."* Neste modelo é possivel observar a presenca
de cavidades de diferentes tamanhos, onde poderiam se alojar outros compostos
organicos, hidrofilicos ou hidrofébicos, como carboidratos e proteinas, lipidios,
agrotoxicos e outros poluentes. Poderiam também estar presentes elementos

inorgénicos, como argilas, 6xidos-hidroxidos e metais.

ecarbono; eoxigénio; enitrogénio; hidrogénio. As letras A, B e C indicam as cavidades presentes no

modelo estrutural de AH.

Figura 3 — Modelo tridimensional de uma estrutura de AH."™

Estudos mais recentes, entretanto, tém levado a acreditar que as SH
consistem de agregados de moléculas menores apresentando uma espécie de
"formula unitaria média universal" (Figura 4).15 A incidéncia de unidades de carbono

do tipo C-6+3 nestas estruturas é uma conseqiiéncia do trabalho de Steelink'® em
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um estudo detalhado sobre as caracteristicas elementares de AH de solo. Assim, as
misturas humicas, contrariamente aos modelos postulados anteriormente, podem ser
formadas por agregados de estruturas menores chamados "building blocks""®,como

aquele mostrado na Figura 4, interligado por interagdes supramoleculares.

i

HO

O/

Figura 4 — Modelo para um "building block" de AH."®

1.4 REATIVIDADE DAS SH: GRUPOS FUNCIONAIS

As substancias adicionadas aos solos, sedimentos e aguas naturais, produtos
da decomposi¢cdo dos residuos organicos, ou agroquimicos, como herbicidas,
fungicidas e inseticidas, interagem com a MO destes ambientes. A dindmica e os
mecanismos das interacbes entre SH e as substancias adicionadas ao solo
dependem das propriedades fisico-quimicas dos primeiros; tais como: carater acido,
basico ou neutro; solubilidade; polaridade; distribuicdo de cargas; dimensao, forma e
configuragdo molecular; caracteristicas fisico-quimicas, estruturais e funcionais.
Além destas, as interagdes sao também influenciadas pelas condigdes do sistema,
como pH, temperatura, potencial redox, umidade e forca idnica.'’

De qualquer modo, todos os trabalhos realizados neste sentido tém sido

unanimes em concluir que uma avaliacao precisa da persisténcia e dos efeitos dos
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xenobidticos organicos e/ou metalicos nos ambientes aquaticos passa
necessariamente pela compreensdo do mecanismo de suas interagdes com as SH.

A principal dificuldade em estudar as interagdes SH-metal, esta no fato de as
SH representarem uma mistura de moléculas distintas contendo um diferente
nuamero de sitios de variadas forgas. Sabe-se que cada grupo presente pode
complexar com um ion metalico definido. Sitios em material humico contendo ligante
doador O “duro” tal como os grupos carboxilicos, por exemplo, interagem
preferencialmente com metais mais “duros” tais como Ca?*, Mg®', Fe* e A*,
enquanto que sitios com ligantes doadores N e S “moles” reagem com ions “moles”
como Au®, Cu™ e Fe?* "B E possivel, entdo, que de acordo com suas caracteristicas
funcionais uma SH seja mais seletiva em relagdo a um determinado metal do que a
outro. O tipo e a concentragéo desses sitios sdo, em geral, dependentes da origem
de MO, do grau de humificagdo e das condi¢bes ambientais sob as quais as SH
foram geradas.'® De qualquer modo, o conhecimento dos equilibrios acido-base das
SH fornece informagdes importantes no que concerne a discussdo da complexagao
desses compostos tanto com metais como com poluentes organicos, na natureza.'®

As interacbes SH-metal acontecem através de adsorgcdo na superficie,
reacdes de troca catidnica e pelo fenbmeno de quelacédo. As reagdes de quelacao
sdo as mais importantes, pois afetam profundamente a geoquimica dos ions
metalicos. Estas reagdes alteram a solubilidade, mudam a valéncia e afetam o
potencial redox dos metais, influenciando em sua biodisponibilidade, transporte e
migragc&o no ambiente.

Diferentes técnicas tém sido empregadas para estudar as interagdes SH-
metal, tanto no que concerne a modelizacdo com AF padrdo, como com amostras
naturais de aguas e sedimentos. Ndo ha ainda um consenso sobre o qual seria a
metodologia mais adequada, mas €& evidente que para realizar uma avaliagao
qualitativa e quantitativa das interacbes SH-metal, é necessario, numa primeira
instancia, conhecer as propriedades acido-base e o numero médio de sitios
disponiveis por unidade estrutural destes compostos.

A capacidade tamponante de solos, sedimentos e aguas naturais pode ser

atribuida a presenca dos grupos funcionais nas moléculas humicas. As propriedades
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hidrofilicas e hidrofébicas das SH sédo devidas a natureza e a concentragdo desses
grupos funcionais. Os principais grupos encontrados s&o carboxilicos alifaticos e
aromaticos, hidroxilas alcodlicas e fendlicas, grupos amino, quinonas, carbonilas e
metoxilas. Sendo que as hidroxilas fendlicas e os grupos carboxilicos sdo os mais
significativos, sendo os ultimos os mais reativos. Sua concentragcao depende de
varios fatores, como origem da MO, grau de humificagcdo, massa molar e parametros
ambientais.

SH de ambientes aquaticos, em geral, apresentam mais grupos carboxilicos,
enquanto o material de origem terrestre é mais rico em grupos fendlicos.® A
concentragao de grupos funcionais também aumenta a medida que a massa molar

das SH decresce.™

1.5 METODOS DE ANALISES DE GRUPOS FUNCIONAIS

Devido a complexidade das SH, os valores de acidez podem variar muito de
uma amostra para outra. A auséncia de uma estrutura definida, a variedade de
métodos de isolamento e extragdo, bem como a auséncia de um método especifico
susceptivel somente para estas substancias tém dificultado bastante a avaliagdo das
propriedades das SH. Por isto, resultados obtidos por métodos dependentes da
troca ibnica ou pelos valores de pK,; devem ser interpretados com cautela.

Acidos policarboxilicos, por exemplo, exibem uma série de constantes de
dissociagao que diminuem com a sucessiva dissociacido dos prétons. Por outro lado,
grupos fendlicos substituidos sédo frequentemente mais fortemente dissociados do
que qualquer composto ndo substituido.* Alguns grupos podem nao ser reativos
devido a ligagbes de hidrogénio ou por impedimento estérico. Outros problemas na
determinagao quantitativa de grupos funcionais incluem a insolubilidade do material
(especialmente os AH) em agua e solventes organicos, oxidagao, reducgao,
interacbes com reagentes usados formando derivados, e a natureza nao
estereoquimica das reacdes.*

Atualmente varios métodos estao sendo utilizados para a determinacdo das

propriedades &cidas e complexantes das SH?* '

22,23,24 24, 25,26

, como o método de titulagao

direta , € titulagcao indireta , entre outros.
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1.5.1 Potenciometria

A titulagdo potenciométrica tem sido uma técnica muito utilizada para o estudo
das caracteristicas acidas ligantes, bem como para os estudos de medidas de
parametros de equilibrio de complexos metalicos em solucdo. Neste tipo de titulagao
adiciona-se, em incrementos conhecidos, uma base padronizada a um sistema
contendo ligante, quer na auséncia ou na presenga de ion metalico.

Através dos valores das constantes de estabilidade ou das constantes de
equilibrio de formacgédo de complexos metalicos € possivel verificar a tendéncia de
complexacdo de um determinado ligante por um ion metalico em solugdo. Para o
caso de estruturas complexas como as SH, consideradas ligantes multidentados,
geralmente utilizam-se misturas de moléculas-modelo para avaliar o grau de
confiabilidade do método utilizado.

Titulagdes potenciométricas tém sido empregadas para avaliar a acidez de
SH?" 2324 entretanto, a falta de pontos nitidos de inflexdo nas curvas de titulacdo e
a sobreposicdo de uma imensa gama de valores de pK, dos grupos &acidos,
dificultam uma quantificacdo precisa das diferentes contribuicbes dos grupos
carboxilicos e fendlicos, nestes trabalhos. Além dessas fontes de imprecisdo, em
geral, o pH das solugbes tende a baixar a cada adigao de base, principalmente na
faixa de pH alcalino, sugerindo a ocorréncia de reagdes laterais geradoras de grupos
4cidos. > %" %

Os dados potenciométricos podem ser tratados de diversas maneiras. Entre
estes existe 0 método de Gran modificado?®, que é baseado na linearizagdo da curva
de titulagao, e foi adotado por alguns autores para avaliar as caracteristicas acidas

das SH?** assim como métodos de ajuste nao linear das curvas de titulagdo.?" 24 %'

1.5.2 Analise Quimica de Grupos Funcionais

Dentre os métodos classicamente utilizados para determinar a acidez das SH
encontra-se aquele desenvolvido por Schnitzer e Gupta®? o qual emprega reagdes
de troca iénica, com (CH3COO),Ca, para determinar a acidez carboxilica (AC) e com

Ba(OH),, para determinar a acidez total (AT). A diferenca entre esses dois valores é
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entao atribuida a acidez fendlica (AFL).

Tabela 2 — Quantidade de grupos funcionais (meq g') de AF e AH.

Ambiente Método AC AFL

ACIDOS FULVICOS

Solo*? Ba(OH),/(CH3C0O0),Ca 6,1-9,1 12,4 — 14,2
Solo® Ba(OH),/(CH3CO0),Ca 22-6,9 1,1-6,9
Solo® Titulacdo direta 14,1 0,7
Sedimento®® Ba(OH),/(CH3C0O0),Ca 3,2-45 1,0-1,9
Sedimento®* Titulagdo direta 1,8-2,7 3,2-572
Sedimento? Ba(OH),/(CH3C0O0),Ca 2,0-6,6 46-74
Turfa®® Titulagao direta 14,2 - 16,2 0,7-1,3
Marinha?' Ba(OH),/(CH3;COO0).Ca 44-8,9 09-45
Marinha® Titulacdo direta 47-56 -
Marinha?® Titulagdo direta 12,0 - 12,9 1,4-1,6
Agua doce® Ba(OH),/(CH3C0O0),Ca 4,6 -10,1 0,9-34

ACIDOS HUMICOS

Solo* Ba(OH),/(CH3C0O0),Ca 22-30 57-89
Solo® Ba(OH),/(CH3CO0),Ca 40-55 2,7-53
Solo® Titulacdo direta 8,1-8,9 0,8-1,1
Sedimento?’ Ba(OH)2/(CH3CO0),Ca 1,8-3,9 0,9-1,9
Sedimento® Titulagdo direta 2,7-3,2 46-48
Sedimento® Ba(OH),/(CH3C0O0),Ca 2,7-48 4,6 —6,1
Turfa® Titulagdo direta 9,5-9,6 0,9-1,0
Marinha?®® Titulacao direta 10,7 2,3

A grande vantagem deste método é a simplicidade. Entretanto, algumas
desvantagens tém sido citadas. A determinagdo da AC é reprodutivel e ndo exige
maior cuidado, porém a determinagcédo da AT nao € reprodutivel podendo resultar em
valores muito altos. Como esta reacdo nao € especifica, outros grupos além dos
carboxilicos e fendlicos podem interferir no calculo de AFL. Schnitzer e Gupta®

sugeriram, inclusive, que se colocasse a palavra “fendlico” entre aspas sempre que
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esse método fosse usado para quantificar grupos fendélicos em SH. Outras limitagdes
desse método tém sido periodicamente discutidas.?* 253334

A Tabela 2 mostra alguns dados relativos a quantificagdo de grupos
funcionais, por diferentes métodos, de amostras de AF e AH de diferentes
ambientes. As vantagens e desvantagens dos diferentes métodos tém sido
apontadas em inimeros trabalhos.?! 24 26: 32 33. 34 Anesar das limitacdes ja citadas

sobre o método de Schnitzer e Gupta®' 2 32 %

, entre os trabalhos publicados até o
presente este tem sido o método mais utilizado. Por esta raz&o, no presente trabalho
utilizou-se esta mesma técnica, de modo a poder comparar os dados obtidos com

aqueles encontrados na literatura.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho foi realizado em duas etapas. Os resultados obtidos na
primeira etapa de trabalho geraram algumas duvidas com respeito a validade da
metodologia empregada e das possiveis interferéncias ocasionadas pelas
caracteristicas das amostras. Assim, numa segunda etapa de trabalho, os objetivos

se direcionaram em investigar as causas destas interferéncias.

— Extrair e purificar SH (AF e AH) sedimentares provenientes do Manguezal de
Ratones (litoral catarinense), Lagoa do Peri (litoral catarinense), Praia de
Ubatumirirm (litoral paulista), llha do Mar Virado (litoral paulista) e Turfeira do Arroio
do Silva (litoral catarinense). Parte das amostras foram extraidas e purificadas por
Marcelo Giovanela.

— Analisar as caracteristicas estruturais das SH através de analise elementar

(CHNS) e espectrais, por Espectroscopia no Infravermelho.

— Avaliar as caracteristicas acido-base (acidez total, carboxilica e fendlica), das SH

extraidas por meio do método de Schnitzer e Gupta.*?

— Testar a reprodutibilidade e exatiddo do método de Schnitzer e Gupta®
usualmente empregado para medir a acidez de SH, por meio de uma mistura de
compostos com propriedades acido-base conhecidas e que simulem as
caracteristicas funcionais das SH. Estes compostos incluem trés acidos
benzenocarboxilicos (acido 2,4-dihidroxibenzoico; acido 3,5-dihidroxibenzdico; acido

ftalico) e dois peptideos (DL-alanil-DL-alanina; glicil-L-leucina).
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3 AREAS DE ESTUDO

3.1 MANGUEZAL DE RATONES

O Manguezal do Rio Ratones (Figura 5) localiza-se ao norte da Ilha de Santa
Catarina. E 0 manguezal mais preservado e mais heterogéneo da llha, apesar de ter
perdido perto de 50% da sua area original. Atualmente seus 6,25 km? de area fazem
parte da Estagcao Ecolégica dos Carijés e os principais rios que o atravessam sao,

em ordem de importancia, Rio Ratones e o Rio Verissimo.
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Figura 5 — Pontos de amostragem no Manguezal de Ratones.
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3.2 LAGOA DO PERI

A Lagoa do Peri (Figura 6) esta situada ao sul da llha de Santa Catarina e

ocupa uma area de aproximadamente 5,1 km2* Estando a superficie da lagoa

ligeiramente acima do nivel do oceano, suas aguas ndo sao afetadas pelas
oscilacdes da maré.*®

500 m

Escala
-

27°42"

Figura 6 — Pontos de amostragem na Lagoa do Peri.
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3.3 PRAIA DE UBATUMIRIM E ILHA DO MAR VIRADO

A Praia de Ubatumirim (Figura 7) e a Ilha do Mar Virado estéo localizados no
litoral paulista e pertencem ao municipio de Ubatuba.

O litoral desta regido € bastante recortado, formando pequenas bacias
delimitadas por esporbes de serra que mergulham no mar. Nessas baias, as
planicies costeiras sdo pouco desenvolvidas. As ilhas sdo predominantemente

rochosas e as praias arenosas.

Ubatumirin

& Mar Virado
®

Figura 7 — Pontos de amostragem na regido de Ubatuba (litoral paulista).
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3.4 TURFEIRA DO ARROIO DO SILVA

A turfa € uma mistura do material formado pela decomposicdo de restos
vegetais e de material mineral acumulado no fundo de lagoas e depressdes
alagadas nas areas ribeirinhas. Sob estas condi¢gdes, o depédsito de MO pode
alcancar espessuras de varios metros e ocupar grandes areas, constituindo a
turfeira. Essas sao formagdes geoldgicas recentes, desenvolvidas nos ultimos 10 mil
anos. Mais de 90% delas estdo localizadas nas regides temperadas e frias. No
Brasil, sdo encontradas no litoral e em planicies alagadigas de rios, com reservas
situadas na planicie costeira dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

A turfeira do Arroio do Silva (Figura 8) situa-se no municipio de Balneario
Arroio do Silva, em Santa Catarina, e possui uma area de aproximadamente 40 km?.
Possui varios tipos de turfas, estando essas classificadas de acordo com seus

diferentes graus de decomposigao.

Figura 8 — Pontos de amostragem na Turfeira do Arroio do Silva.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 REAGENTES E SOLVENTES

Os reagentes utilizados foram todos de grau analitico. O acido cloridrico,
acido fluoridrico, hidroxido de sédio e nitrato de prata foram adquiridos da Carlo Erba
Reagenti. Acetato de calcio e hidroxido de bario da Synth e o AH de origem
terrigénica, assim como os acidos benzenocarboxilicos: acido 3,5-dihidroxibenzadico,
acido 2,4-dihidroxibenzéico, acido ftalico e os peptideos: DL-alanil-DL-alanina, glicil-
L-leucina foram da Aldrich.

Os solventes de grau analitico etanol e metanol foram adquiridos da Vetec
Quimica LTDA. As solugbes tampao com valores de pH igual a 4 e 7 foram
adquiridas da Carlo Erba Reagenti.

A agua utilizada foi bidestilada, fervida e descarboxilada.

4.2 RESINAS

A resina de troca idnica Amberlite® 200 foi adquirida da Supelco Inc. e
previamente purificada, segundo a metodologia proposta por Collins et al.*
A resina Supelite™ DAX-8 foi adquirida da Supelco Inc. e previamente

purificada, segundo a metodologia proposta por Thurman e Malcolm.*'

4.3 EQUIPAMENTOS

Utilizou-se um agitador mecénico modelo MQAME 1000-MP da marca
Microquimica, agitadores magnéticos modelos MQAMA 301 da Microquimica,
Liofilizador Edwards, rotaevaporador de marca Fisatom e pHmetro modelo TEC-2 de

marca Tecnal.
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4.4 AMOSTRAGEM

4.4.1 Coleta dos Sedimentos

Manquezal de Ratones
As amostras RME G1, RME G2 e RME 1A estao localizadas em uma zona

inundada periodicamente por aguas marinhas, e as amostras RME G7 e RME 2A

estao localizadas em uma regido que raramente recebe aporte marinho (Figura 5).
As duas primeiras amostras foram coletadas por um mergulhador auténomo, através
de testemunhos de PVC (um para cada estagado). A amostra G7 foi coletada com
uma espatula de teflon, por raspagem da superficie do solo. As amostras 1A e 2A
foram coletadas por meio de tubos de PVC, na forma de testemunhos. Essas
amostras correspondem a parte superior dos testemunhos (0 — 10 cm). Apds a
coleta as amostras de sedimento foram, armazenadas em uma caémara refrigerada e
encaminhadas para o laboratério, onde foram processadas e preparadas para o
processo de extragao.

Lagoa do Peri
Os sedimentos de fundo da lagoa (Figura 6) foram coletados por

mergulhadores em duas estagdes pré-definidas (PLN 4 e PLN 7).

Praia de Ubatumirim e llha do Mar Virado

As amostras de fundo da Praia de Ubatumirim (UBM) e da llha do Mar Virado
(MVI) foram coletadas em duas estacdes pré-definidas e estdo localizadas nas

aguas circundantes (Figura 7).

Turfeira do Arroio do Silva

As amostras de turfa (Figura 8) foram classificadas de acordo com seu grau
de decomposi¢cdo. Sendo aquela com o maior grau de decomposi¢céo designada
como turfa decomposta (ASP D) e a outra com turfa fibrosa (ASP F), esta contendo
um teor de decomposicao um pouco abaixo do que a anterior. As amostras foram

coletadas com uma espatula de teflon, por raspagem da superficie do solo.
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Imediatamente apds a coleta, todas as amostras de sedimentos foram
armazenados em uma camara refrigerada e encaminhados para o laboratério, onde

foram processados e preparados para o processo de extracao.

4.4.2 Preparo e Secagem dos Sedimentos

As amostras de sedimentos foram processadas no Laboratério de
Sedimentologia do Nucleo de Estudos do Mar (NEMAR). As amostras de turfa foram
processadas no laboratério do Instituto de Pesquisa Ambiental Tecnoldgica (IPAT).
Todas as amostras de sedimento e turfa foram lavadas para a retirada de sais
soliveis, secas em estufa, a temperaturas inferiores a 60°C. Em seguida foram
desagregadas em almofariz de porcelana e pistilo, logo apds, quarteadas
manualmente para se obter uma fracdo representativa da amostra. Com os
sedimentos procedeu-se a separagao, por via umida, dos sedimentos grosseiros e

finos, utilizando-se uma peneira com abertura de 0,062 mm.

4.5 EXTRAGAO E PURIFICAGAO DAS SUBSTANCIAS HUMICAS

As SH foram extraidas e purificadas a partir das amostras secas conforme
protocolo recomendado pela Sociedade Internacional de Substancias Humicas
(IHSS). O fluxograma da Figura 9 mostra de maneira simplificada, as etapas
envolvidas no processo de extracao das SH deste trabalho.

O AH Aldrich foi usado como representante de AH de solo. As analises foram
feitas tanto com a amostra comercial como com a amostra submetida a um processo
de purificacdo idéntico aquele aplicado aos AH extraidos no presente trabalho
(Figura 9). O processo de purificagdo do AH Aldrich inicia-se a partir da etapa em

que a solugao de HCI — HF deve ser adicionada.
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—

Lavagem com HCI 0,1 mol L™

Centrifugagéo

Sobrenadante Residuo solido
acido Lavagem com NaOH 0,1 mol L, sob N,
Descartado Centrifugagéo

Substancias Humicas

Precipitagdo com HCI 6 mol !

Acidos Huimicos Acidos Fulvicos
Precipitado Sobrenadante
Purificagédo Purificagédo

HCI - HF Resina DAX - 8
Troca ibnica Troca ibnica
IRA - 200 IRA - 200
| Liofilizacdo | Liofilizagao |

Residuo Sélido

Descartado

Figura 9 — Esquema simplificado da extragdo das SH.

4.6 CARACTERIZACAO DAS FRACOES DE ACIDO FULVICO E HUMICO

4.6.1 Analise elementar

A composicao elementar dos AF e AH foi determinada usando um Analisador
Elementar CHNS Carlo Erba 1100, da Central de Analises do Departamento de
Quimica da UFSC.
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4.6.2 Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros no Infravermelho (~ 2 mg da fragdo em pastilha de KBr) foram
registrados em um espectrofotdbmetro FTIR da Perkin ElImer modelo 16 PC, da

Central de Analises do Departamento de Quimica da UFSC.

4.6.2 Teor de Cinzas

O teor de cinzas das fragbes de AF e AH foi obtido gravimetricamente, através
da calcinagao de aproximadamente 10 mg do material liofilizado a 750°C, em uma

mufla QUIMIS, por um periodo de 4 horas.

4.7 ANALISE DOS GRUPOS FUNCIONAIS

4.7.1 Determinagao da Acidez Carboxilica

A determinagao de grupos carboxila foi feita através do método proposto por

Schnitzer e Gupta®?, que envolve a reacéo:
2 R-COOH + (CH3COO0),Ca = (R-CO0)2Ca + 2 (CH;COOH)

Onde o acido acético liberado é quantificado, por titulacgdo com uma solucao
basica padrao.

Inicialmente pesou-se uma amostra (10 mg para cada composto individual e
10 mg para cada composto, no caso das misturas; 10 mg para cada amostra de AF
ou AH), que foi colocada em um erlenmeyer juntamente com 10 mL de solucao de
0,2 mol L de (CH3COO0),Ca. Simultaneamente, um branco com 10 mL de solugao
de 0,2 mol L de (CH3COQ0),Ca foi adicionado em outro frasco. O volume foi
completado para 40 mL com agua bidestilada, livre de CO,. Manteve-se o sistema
vedado em atmosfera inerte com fluxo de gas N, por 24 horas em temperatura
ambiente. O residuo foi lavado com agua bidestilada e fervida, livre de CO,. A

mistura (filtrado + agua de lavagem) foi titulada com solugao padrao de NaOH 0,02
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mol L™, sob atmosfera inerte. A titulagdo foi acompanhada com auxilio de um
pHmetro até pH 9,8, garantindo, assim, que todo acido acético estivesse

desprotonado. A AC foi entdo determinada conforme a equacgao abaixo:

(Va —Vb).M.1000

m

AC =

Onde AC significa acidez carboxilica, Va e Vb representam o volume de base
padréo gasto para titular a amostra e o branco, respectivamente, M é a molaridade

do hidréxido de sdédio e m € a massa da amostra.

4.7.2 Determinacéao da Acidez Total

Para determinar a AT foi utilizado o método também proposto por Schnitzer e

Gupta®, que consiste em reagir a amostra com um excesso de Ba(OH).:
2RH +  Ba(OH); = R:Ba + 2H,0

O excedente de base € entao titulado com solugao padrao de acido cloridrico.

Foi colocado em 25 mL de solugdo de 0,05 mol L™ de Ba(OH);, uma massa
de amostra conhecida (10 mg, para cada composto individual e 10 mg para cada
composto, no caso das misturas; 10 mg para cada amostra de AF ou AH). A solugéo
ficou sob agitagdo durante 24 horas, com fluxo de gas N, em temperatura ambiente.
Da mesma maneira foi feito o preparo do branco, constituido por 25 mL de solugao
0,05 mol L™ de Ba(OH),. A suspensao foi filtrada em papel de filtro. O residuo foi
lavado com agua bidestilada e fervida, livre de CO,. A mistura (filtrado + agua de
lavagem) foi titulada com solugao padréo de HCI 0,1 mol L. sob atmosfera inerte. A
titulacdo foi acompanhada com auxilio de um pHmetro até pH 8,4, neutralizando
assim todo o hidroxido presente na solucao. A AT foi entdo determinada conforme a
equacao:

7 — (Vb =Va).M.1000

m
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Onde AT significa acidez total, Vb e Va representam o volume de acido
padrdo gasto para titular o branco e a amostra respectivamente, M é a molaridade

do acido cloridrico e m é a massa da amostra.

4.7.3 Determinacgao da Acidez Fenolica

A quantidade de grupos OH acidos foi calculado pela diferenga entre a AT e a
AC, conforme a equacgéo:

AFL =AT -AC

Onde AFL representa a acidez fendlica.

Os valores de acidez experimentais, para os compostos modelo,
apresentados nas tabelas, foram todos convertidos em eq H* mol™' pela multiplicacdo
da quantidade de AC, AFL e AT determinados em meq g'1 pelas massas molares de
cada composto. No caso das misturas, o somatdrio das massas molares de cada
composto foi considerado.

Os valores de acidez tedricos representam o numero de hidrogénios
ionizaveis (eq H') por mol de cada composto ou, dos compostos das misturas,

dependendo do caso.

4.7.4 Propriedades da Mistura Modelo

Para simular uma solugao contendo os principais grupos funcionais presentes
nas SH foram utilizados dois peptideos: DL-alanil-DL-alanina e glicil-L-leucina
(Tabela 3) e trés acidos benzenocarboxilicos: acido 3,5-dihidroxibenzoico, acido 2,4-

dihidroxibenzdico e acido ftalico (Tabela 4).
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Tabela 3 — Valores de pK, relativos & desprotonacéo dos peptideos estudados.*

Peptideo pKa Equacao de Equilibrio
DL-alanil-DL-alanina
o)

HzN—(':H—g—NH—?H—COOH 305 A T HA S
CH, CH, ’ HA~ A +H
Glicil-L-leucina

CH3—C|IH2—CH3
0 CH, 3,13 H A" = HA+H"
8,20

HyN—CH, —C—NH—CH—COOH

HA = A +H'

Tabela 4 - Valores de pK,

benzenocarboxilicos estudados.*

relativos a desprotonacdo dos trés acidos

Acidos pKa Equacao de Equilibrio
Acido 3,5-dihidroxibenzoico
O, _OH
¢ 3.90 HsA = HA + H'
9,03 H,A" = HAZ + H*
10:30 HAZ- B A3- + H+
HO OH
Acido 2,4-dihidroxibenzoico
O, _OH
C
OH 3,12 HsB = H,B +H'
8,82 H,B" = HBZ +H'
i HBZ = B¥+H"
OH
Acido ftalico
O, _OH
C OH .
c 278 H,C =  HC +H
N\ 5,08 —

(0]

HC = C¥+H'
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E ESPECTRAIS DAS SH

5.1.1 Andlise Elementar — CHNS

A Tabela 5 apresenta os dados referentes a analise elementar e as razées
atdbmicas dos AF e AH estudados neste trabalho. Os valores aqui encontrados estao
dentro da faixa esperada, correlacionando-se bem com os dados normalmente
apresentados na literatura.*®

Usualmente, as relagdes atébmicas (C/H e C/N) tém sido empregadas para
estabelecer a fonte de MO, o grau de condensacgao, as transformagdes diagenéticas
e as condigdes ambientais sob as quais as SH foram formadas.** ** *° Sedimentos
marinhos, por exemplo, sendo menos aerados do que solos superficiais e tendo uma
fonte de MO mais alifatica e rica em nitrogénio, produzem SH com baixas razées de
C/H e CIN." % Amostras terrestres, devido a contribuicdo das plantas superiores
sdo, em geral, ricas em ligninas e celulose, apresentando consequentemente, altas
razdes C/H e C/N.**

Na Tabela 5 pode-se observar que os AF e AH pertencem a grupos distintos,
sendo que as razdes de C/H e C/N sdo menores para os ultimos, para o caso de
amostras vindas de um mesmo sedimento. Essas caracteristicas s&o definidas
pelos procedimentos de extragdo®®, pois os AF sdo purificados com uma resina
macroreticular ndo iénica (DAX-8) que serve como um filtro para algumas espécies
de impurezas.

Comparando-se as SH de diferentes sitios, os dados mostram as tendéncias
esperadas, isto é, amostras de ambientes aquaticos (marinhos ou n&o) neste caso
as amostras: MVI, UBM, PLN e as amostras estuarinas proximas do mar RME 1A,
G1 e G2 apresentam os valores mais baixos de C/H e C/N. As outras amostras do
Manguezal de Ratones (RME 2A e G7) ocupam posigdes intermediarias enquanto

que as amostras terrestres (Aldrich e Turfa) apresentam os maiores valores.
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Tabela 5 — Analise elementar e razdes atbmicas das SH estudadas.

Amostra® C (%) H(%) N(%) S (%) C/H CIN®  Cinzas(%)°
ACIDOS FULVICOS
MVI 42 54 4,89 2,11 2.35 0,72 23,52 3,1+0,3
UBM 41,72 4,69 1,97 1,86 0,74 24,70 3+02
PLN 4 34,90 3,83 2,06 1,25 0,76 19,76 51+0,2
PLN 7 36,11 4,04 2,25 1,44 0,74 18,72 6,9+04
RME 1A% 47,04 4,81 2,03 2,14 0,81 27,03  20+0,1
RME 2A® 45,65 4,37 1,35 2,41 0,87 3945 3540,
ASP D" 45,41 4,32 1,14 nd 0,88 46,47 20,8+0,5
ACIDOS HUMICOS
MVI 47,16 5,78 3,69 1,67 0,68 14,91 53+0,2
UBM 46,23 5,55 3,25 1,53 0,69 16,59 58+0,3
PLN 4 46,30 5,41 3,76 , 0,71 14,36 75+ 04
PLN 7 44,90 5,30 3,98 , 0,70 13,16 72402
RME G1' 44,46 4,76 3,90 1,74 0,78 13,29 ndt
RME 1A% 48,21 5,36 3,23 1,85 0,75 17 41 6,2+0,3
RME G2° 48,65 4,83 2,98 1,54 0,84 19,04 ndt
RME G7° 45,71 4,51 2,29 2,15 0,84 23,28 ndt
RME 2A° 48,54 5,00 2,02 1,85 0,81 28,03 75+0,2
ASPD" 4767 409 226 nd 097 2460 225+0,3
ASP F' 45,26 4,25 1,32 nd 0,89 40,00 246+0,6
Aldrich™ 52,10 4,90 1,10 1,10 0,88 55,30 152+0,3
Aldrich 37,70 4,70 0,70 nd 0,67 62,83 246+0,3

& Abreviagdes: MVI = Ilha do Mar Virado; UBM = Praia de Ubatumirim; PLN = Lagoa do Peri; RME =
Manguezal de Ratones; ASP = Turfeira do Arroio do Silva; ® C/H = [%C/12.01)/[%H/1.00]; C/N =

[%C/12.01]/[%N/14.01]; ® desvio padrao para trés medidas; ¢ proximo do mar; ® sob a coluna d’agua,

na desembocadura do Rio Ratones; ' dentro da baia, sob a coluna d’agua; ° longe do mar; "

decomposta; ifibrosa; Tnao detectado; "'ndo determinado; ™ amostra purificada.
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5.1.2 Espectroscopia no Infravermelho — IV

A espectroscopia no IV tem sido amplamente utilizada na analise de SH,
existindo na literatura uma quantidade razoavel de informagdes e dados resultantes
desta técnica. Sua importancia reside no fato de através dela, ser possivel obter
informacdes sobre a natureza, a reatividade, o tipo de grupos funcionais presentes
na estrutura, estabelecer a presencga ou auséncia de impurezas inorganicas e ainda,
analisar as interagbes entre SH-metal. As Figuras 10 e 11 mostram,
respectivamente, os espectros de alguns dos AF e AH estudados. O restante das
amostras mostrou espectros semelhantes aos aqui apresentados, porém nao seria
possivel apresentar todos os resultados neste espago. As atribuicbes das bandas
encontram-se relacionadas na Tabela 6.

Os espectros no IV das amostras de AF e AH sao ligeiramente diferentes uns
dos outros. Além das bandas relativas a carbono alifatico (aproximadamente 2920
cm'1) que sdo mais evidentes nos espectros dos AH do que naqueles dos AF, por
volta de 1600-1720 cm™ uma outra diferenca sistematica entre os espectros dos
dois tipos de SH é observada.

Tabela 6 — Atribui¢cdes das principais bandas de absorc¢ao no infravermelho de SH.

Nimero de onda (cm™) Atribuicoes

3400 — 3300 Estiramentos O-H e N-H inter e intramolecular (trago)

2940 — 2900 Estiramento C-H alifatico

1725 -1718 Estiramento C=0 de acido carboxilico e cetonas (trago)

1660 — 1630 Estiramentos C=0 de grupos amida (banda de amida I)
e C=0 de quinonas

1620 — 1600 Estiramento C=C aromatico

1600 — 1585 Estiramento C=C dentro do anel*’

1590 — 1520 Estiramento COO™ simétrico, estiramento C=N (banda
amida Il)

1500 — 1400 Estiramento C=C dentro do anel’

1400 — 1390 Deformacdao OH e estiramento C-O de OH fendlico,
deformacdo C-H de CH; e CHs, estiramento COO~
simétrico

1280 — 1200 Estiramento C-O e deformagao de acido carboxilico

1170 — 950 Estiramento C-O de estruturas tipo polissacarideos

1031 Estiramento Si-O (impurezas inorganicas)

Fonte: Adaptado de Stevenson.*
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Figura 10 — Espectros no infravermelho dos AF estudados.
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Figura 11 — Espectros no infravermelho dos AH estudados.
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Primeiro, a banda de absorcao referente ao estiramento C=0 da carboxila
(proximo de 1718 cm ‘1) € mais intensa nos espectros de AF do que nos de AH.
Para as amostras de AH, por outro lado, é a segunda banda (por volta de 1640
cm ') que, em geral, & a mais evidenciada. Nos AH essa segunda banda é ainda
deslocada para a direita ou para a esquerda dependendo da amostra. Por exemplo,
na amostra de AH marinho (UBM) ela esta localizada por volta de 1654 cm ',
enquanto nas amostras mais terrestres (Aldrich e RME 2A) ela situa-se em torno de

1622 cm ~' no primeiro caso e 1626 cm

, ho segundo caso. Na Tabela 6 pode-se
observar que nesta regido do espectro concentram-se os sinais de absorgdo de
estiramento C=0 de grupos amida e quinonas, e estiramento de C=C aromatico.
Nas SH espera-se encontrar todas estas fungdes, sendo que os deslocamentos
para a direita ou para a esquerda devem ser resultantes da influéncia relativa de
cada grupo. A absorcdo C=C aromatica, por exemplo, deve ser responsavel por
essa banda em MO terrestre em geral, derivada de lignina, enquanto que a banda
de amida | deve prevalecer para MO aquatica (mais proteinacea). O AH Aldrich
mostra a menor frequéncia para esta banda. Sendo um material de origem terrestre
derivado de lignina®®, o estiramento C=C conjugado deve ser responsavel por esta
absorcdo. Para AH aquaticos os estiramentos tipicos de amida | devem prevalecer
considerando-se a alta quantidade de nitrogénio nessas amostras. Os AH
estuarinos mostram as tendéncias esperadas sendo altamente influenciados pelos
sitios de coleta, isto é, para as amostras coletadas cerca do mar (1A, G1 e G2) essa
banda aparece em maiores frequéncias do que para amostras coletadas longe do
mar (2A e G7). Para as SH da Lagoa do Peri os sinais de amida | sdo ainda mais
perceptiveis. Nesse caso, a banda de amida | aparece quase independentemente
por volta de 1640 cm™ para ambos, AF e AH. As amostras de AH da Lagoa do Peri
exibem, em adicdo, a banda de amida Il (cerca de 1540 cm™). Essa banda é
resultante da interagcado entre a ligacédo N-H e o estiramento C-N do grupo C-N-H
nas amidas de cadeia aberta.*’ Para as amostras marinhas e estuarinas (préximas
do mar), a banda de amida Il é quase sobreposta a banda do estiramento de C=C
de anel (cerca de 1512 cm'1).47 Tais dados permitem associar as bandas de amida

em SH marinhas e principalmente da Lagoa do Peri a presenga polipeptidios.



31

Capitulo V — Resultados e Discussao

Uma vez que a troca ibnica foi usada no procedimento de extracdo, o material
protéico que permanece deve ser estrutural, e ndo simplesmente associado.

Diferencas entre AF e AH podem também ser observadas entre 1000-1300
cm™'. Para os AF, a banda relativa ao estiramento C-O de polissacarideos esta
acerca de 1080 cm™ e aparece livremente, enquanto que para AH a distribuicdo das
bandas nessa regido ndo é muito clara, provavelmente devido a presenga de
impurezas inorganicas (Si-O). A intensidade dessa banda também muda de
amostra para amostra de acordo com a sequéncia: lago > marinho > estuarino
marinho > estuarino terrestre. O AH Aldrich que é uma amostra terrestre ndo exibe
esse pico. Finalmente, a banda por volta de 1220 cm™ (estiramento C-O e
deformagéo de OH de grupos COOH) é exibida por todas as amostras de AF e AH.
Resultados como esses mostram que desde que as amostras tenham recebido o
mesmo tratamento de extracido e purificacdo, as razbes atdmicas assim como as
propriedades espectrais no IV podem efetivamente ser usadas para identificar a
origem de MO nas SH.

5.2 ANALISE DOS GRUPOS FUNCIONAIS DAS SH

Os valores de acidez das SH estudadas, medidos pelo método de Schnitzer e
Gupta32, sdo apresentados na Tabela 7. Apesar da natureza heterogénea do
material, os valores dos desvios padrdo sio relativamente baixos, atestando a
reprodutibilidade do método.

Os valores AT para as amostras estudadas sao, em geral, maiores do que
aqueles usualmente encontrados na literatura para SH de ambientes distintos.'® 2*
21,3235 Ritchie e Perdue?®' compilaram os dados referentes a acidez de centenas de
amostras de SH medidas pelo método de Schnitzer e Gupta®?, e mostraram que
ambos, os valores de AC e de AFL situam-se entre 1 a 10 meq g~ em todas as
determinagdes. Os valores de AC para as amostras aqui estudadas variam de 3.7 a
7.2 meq g'1 para os AF e de 3.1 a 4.8 meq g'1 para os AH, sendo considerados,
portanto, valores médios. Os valores de AFL, por outro lado, ficaram na faixa de 7.7

a 15.3 meq g'1 para AF e de 7.3 a 14.7 meq g'1 para os AH sendo, na maioria dos
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casos, mais altos do que os valores mostrados na literatura.?' Os valores de AT

relativamente altos parecem, portanto, ser uma consequéncia do alto valor de AFL.

Tabela 7 — Quantidade de grupos funcionais® das SH estudadas medidas pelo

método de Schnitzer e Gupta.*?

Amostra® AC® AFL® AT®
(meq g™ (meq g™ (meq g™
ACIDOS FULVICOS
MVI 4,63+ 0,22 13,20 + 0,79 17,83 + 0,76
UBM 3,73 + 0,04 15,27 + 0,50 19,00 + 0,50
PLN 4 4,70 + 0,08 12,80 + 0,51 17,50 + 0,50
PLN 7 7,16 + 0,01 7,72 +0,20 14,88 + 0,20
RME 1A¢ 513 + 0,20 11,37 + 0,54 16,50 + 0,50
RME 2A° 5,56 + 0,02 13,11 + 0,29 18,67 + 0,29
ASP D" 6,21 + 0,04 16,12 + 0,29 22,33+ 0,29
ACIDOS HUMICOS

MVI 3,68 + 0,04 11,25 + 0,49 14,93 + 0,49
UBM 3,17 £ 0,02 12,83 + 0,50 16,00 + 0,50
PLN 4 3,21+ 0,06 12,29 + 0,50 15,50 + 0,50
PLN 7 3,77 + 0,07 14,73 + 0,50 18,50 + 0,50
RME G1f 3,07 £ 0,40 8,13+ 0,50 11,20 + 0,30
RME 1A¢ 3,70 + 0,06 9,63 + 0,29 13,33 + 0,29
RME G2° 3,16 + 0,40 7,34 + 0,64 10,50 + 0,50
RME G7¢ 352 +0,16 14,48 + 0,52 18,00 + 0,50
RME 2A¢ 374+0,18 12,76 + 0,53 16,50 + 0,50
ASP D" 476+0,18 13,24 + 0,53 18,00 + 0,50
ASP F 5,66 + 0,05 20,34 + 0,50 26,00 + 0,50
Aldrich' 4,17 +0,03™ 8,83 +0,50™ 13,00 + 0,50™
Aldrich 1,89 + 0,20" 8,91 +0,50" 10,80 + 0,50"

? Exceto quando indicado os desvio padréo s3o relativos a trés medidas. ° Abreviacdes tém o mesmo

significado que na Tabela 5; ° AC = acidez carboxilica, AFL = acidez fendlica, AT = acidez total;

h,i,j |

como na Tabela 5; ™ desvio padréo para 9 medidas; " desvio padréo para 6 medidas.

d e f g,
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Essas amostras provém de ambientes de alta produtividade, com elevada
taxa de sedimentacdo e, estes altos valores de acidez poderiam numa primeira
interpretagcdo ser atribuidos ao baixo grau de humificagdo do material. De fato,
através das propriedades elementares e espectrais (Tabela 5 e Figuras 10 e 11) é
visivel que essas amostras apresentam porg¢des significativas do seu material de
origem. Entretanto, comparando amostras de ambientes distintos, os dados de
acidez nao seguem nenhum padrao observavel. Em geral a biomassa plancténica é
de natureza alifatica e proteinacea e as SH dela originadas deveriam apresentar os
menores valores de AFL quando comparadas com amostras terrestres (derivadas de
lignina). Contrariamente ao esperado, as amostras terrestres (Aldrich, RME 2A e G7)
apresentaram mais grupos carboxilicos do que as amostras aquaticas, marinhas e
de lago, sendo que as ultimas (UBM, PLN 4 e 7) apresentaram maior quantidade de
grupos fendlicos. As amostras de turfa também apresentaram altos valores de AC e
AFL. Para os AH, por exemplo, aquele com o maior valor de AFL foi uma amostra da
Lagoa do Peri (PLN 7), sendo que esta amostra ndo apresenta sinais de fendis no
espectro de "*C-RMN.*°

Considerando as informacbes obtidas até agora e a reprodutibilidade dos
dados de acidez acredita-se que estas discrepancias possam estar correlacionadas
com as limitagdes ja citadas da metodologia. Os valores de acidez obtidos pelo
método de Schnitzer e Gupta®® tém sido freqlientemente desacreditados
principalmente devido a suspeita da interferéncia de outros grupos além dos
carboxilicos e fendlicos nas medidas de acidez.?" %%

As amostras aquaticas aqui estudadas apresentaram fortes evidéncias de
presenca de grupos amida em sua estrutura, assim suspeitou-se que as
discrepancias apresentadas poderiam estar relacionadas com a presenca desses
grupos. Um experimento foi idealizado, entdo, de modo a testar a validade da
metodologia empregada e de que forma as possiveis interferéncias poderiam
prejudicar a interpretacdo dos dados de acidez. Neste experimento foram utilizados
trés acidos benzenocarboxilicos (acido 2,4-dihidroxibenzéico; acido 3,5-
dihidroxibenzoico; acido ftalico) e dois peptideos (DL-alanil-DL-alanina; glicil-L-
leucina) com grupos funcionais de diferentes valores de pK,. Os trés primeiros

acidos foram escolhidos por conterem grupos carboxilicos e fendlicos associados a
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anéis aromaticos simulando uma solugdo com os principais grupos funcionais
presentes em SH. Os peptideos foram escolhidos para testar a interferéncia dos
grupos amida nas possiveis reacdes laterais geradoras de grupos acidos. Os

resultados relativos a este experimento serdo discutidos a seguir.

5.3 ACIDEZ DAS MISTURAS-MODELO

5.3.1 Acidos Benzenocarboxilicos

Num primeiro grupo de experimentos foram determinados, os valores de

acidez para os trés acidos benzenocarboxilicos cujas constantes de protonagao,

definidas pela equagdo H,L = H,4L + H* sdo mostradas na Tabela 4. As
reacdes foram feitas com os trés compostos tanto, individualmente como misturados.
Esses dados sdo mostrados na Tabela 8.

Os valores tedricos de acidez foram determinados considerando a
desprotonacgao total e parcial dos grupos fendlicos. Os resultados mostraram que,
para a mistura de acidos, os valores de AC tedricos e experimentais sao
equivalentes, quando o desvio padrao € considerado. Os valores de AT, entretanto,
sao bem menores do que o esperado, resultando em um baixo valor de AFL. Na
realidade, como se pode constatar ao observar os valores tedricos®, a mistura
comporta-se como se trés dos quatro grupos fendlicos nao estivessem aptos a reagir
com o Ba(OH),. Isto pode ser atribuido a baixa acidez desses grupos. Por exemplo,
0 pK, do grupo fendlico em posigéo orto relativo ao grupo carboxilato do acido 2,4-
dihidroxibenzdico é alto demais mesmo para ser detectado por potenciometria.30 Do
mesmo modo, os dois grupos fendlicos em posicdo meta no acido 3,5-
dihidroxibenzdico tém baixo carater acido com valores de pK; de 10,30 e 9,03
(Tabela 4).

Além desses efeitos, interacdes intermoleculares, que podem impedir a troca
ibnica, podem acontecer entre os grupos funcionais de moléculas distintas. Efeitos
como esses sdo igualmente esperados em misturas complexas como as SH.
Conclusbes semelhantes podem ser obtidas analisando os dados concernentes aos

valores de acidez dos acidos benzenocarboxilicos individualmente (Tabela 8).
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Tabela 8 — Valores de acidez® dos trés acidos benzenocarboxilicos estudados

medidos pelo método de Schnitzer e Gupta.*

AC® AFL® AT®
(eq H" mol™) (eq H" mol™) (eq H" mol™)

MISTURA DE ACIDOS

Experimental 3,88+0,22 0,90 + 0,31 4,78 +0,22°
Teérico® 4,00 4,00 8,00
Teérico® 4,00 3,00 7,00
Teérico' 4,00 2,00 6,00
Teérico? 4,00 1,00 5,00

ACIDOS BENZENOCARBOXILICOS

Acido 3,5- dihidroxibenzéico

Experimental 0,98 + 0,08 0,91 + 0,08 1,89 + 0,08
Teérico® 1,00 2,00 3,00
Teérico® 1,00 1,00 2,00

Acido 2,4- dihidroxibenzoico

Experimental 0,84 + 0,01 0,77 + 0,04 1,61 + 0,04
Teérico® 1,00 2,00 3,00
Teérico® 1,00 1,00 2,00

Acido ftalico
Experimental 1,79 £ 0,07 0,00 1,81 +£ 0,08

Teérico® 2,00 0,00 2,00

? Exceto quando indicado os desvio padrido sdo relativos a trés medidas; ° as abreviagdes tem o

4 considerando a

mesmo significado que na Tabela 7; ° desvio padrdo para seis medidas;
desprotonacéo total; ® ndo considerando a desprotonagédo de um grupo fendlico; "nao considerando a
desprotonacdo de dois grupos fendlicos; 9 ndo considerando a desprotonagéo de trés grupos

fendlicos.
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Para os trés compostos, os valores de AC experimentais sdo, em geral,
similares aos dados tedricos. Para o acido ftalico, que nao possui grupos fendlicos,
os valores de AC e AT obtidos com as duas reacdes distintas estdo também de
acordo com o esperado. Em ambos 0s casos, os valores experimentais sdo menores
do que os valores tedricos provavelmente devido a algumas perdas de produto
durante a etapa de filtragéo.

Para os acidos que apresentam grupos fendlicos na estrutura, somente
quando pelo menos uma desprotonagao é ignorada (tedrico®), os valores medidos de
AT aproximaram-se dos valores tedricos. De fato, todos os grupos fendlicos devem
sofrer uma certa porcentagem de desprotonagdo, sendo essa contribuicdo
dependente do seu respectivo valor de pK,. O somatério dessas contribuicdes
corresponde aproximadamente 0,91 eq H" mol™ para o acido 3,5-dihidroxibenzdico e
aproximadamente 0,77 eq H" mol”" para o acido 2,4-dihidroxibenzoico. No segundo
caso, os valores experimentais estdo mais afastados dos valores tedricos do que no
primeiro caso. Isto se deve a dificuldade de desprotonagdo do grupo fendlico
adjacente ao grupo carboxilico, no acido 2,4-dihidroxibenzoico. A desprotonacéo do
grupo fendlico deve acontecer depois da desprotonacdo do grupo carboxilico
fazendo com que o proton seja atraido pelo grupo carboxilato carregado

negativamente, resultando num aumento do pK, do grupo fendlico:

Q) O

~

OH

Assim, o grupo hidroxila em posigao para- em relagdo ao grupo carboxilato
deve, contribuir sozinho com o valor detectado de 0,77 eq H” mol”. O pK, deste
grupo, é inclusive menor do que aqueles dos dois grupos fendlicos no acido 3,5-
dihidroxibenzoico (Tabela 4). A reagdo com o acetato de calcio € também menos

completa no caso do acido 2,4-dihidroxibenzoico, o que deve estar também relacio-
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nado as interagdes envolvendo o proton e os dois grupos funcionais adjacentes.
Com estes dados, fica evidente que a posigdo dos grupos funcionais bem

como o grau de substituicdo do anel aromatico interfere consideravelmente nas

medidas de acidez das SH. Schnitzer e Gupta®?, usando compostos modelo,

chegaram a conclusdes similares.

5.3.2 Peptideos

O papel dos grupos amida na determinagdo de acidez de SH foi testado
usando dois peptideos: a DL-alanil-DL-alanina e a glicil-L-leucina. Os valores de pK,
relativos a desprotonagao desses compostos sdao mostrados na Tabela 3. O primeiro
valor € relativo ao préton carboxilico enquanto que o segundo, a pH mais alto, é
relativo a desprotonagéo do grupo amida. Ambos os peptideos foram submetidos a
reacdo com o acetato de calcio e com o hidroxido de bario. Os resultados dessas

reacoes estao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Valores de acidez® dos dois peptideos estudados medidos pelo método

de Schnitzer e Gupta.*?

AC® AFL (aparente)® AT®
(eq H' mol™) (eq H* mol™) (eq H® mol™)

DL-alanil-DL-alanina

Experimental 0,52 +0,03° 1,88 + 0,08 2,40 + 0,08
Teodrico 1,00¢ 0,00 1,00¢
Teérico 1,00¢ 0,00 2,00°

Glicil-l-leucina

Experimental 0,56 + 0,04° 1,73 + 0,06 2,29 + 0,05
Teérico 1,00¢ 0,00 1,00°
Teérico 1,00¢ 0,00 2,00°

2 Desvio padrao relativo a trés medidas. ° as abreviacdes tém o mesmo significado que na Tabela 7;
° ponto de equivaléncia determinado com fenolftaleina; ® considerando total desprotonagao; °

considerando a hidrolise do grupo amida mais uma desprotonagao.
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Para os dois peptideos os valores de AC foram cerca de cinquenta porcento
do valor tedrico e os dados experimentais de AT foram cerca de o dobro do valor
tedrico, considerando-se o numero de hidrogénios ionizaveis de cada estrutura.

Na realidade, em pHs neutros, as propriedades de amino acidos e peptideos

levam a uma estrutura dipolar idnica®® do tipo:
*HsN — CHR - COO"

onde o grupo acido €, de fato, o ion amdnio. O ion acetato, em condi¢des normais,
nao seria bastante basico para remover o proton desta estrutura e, um valor de AC
em torno de 0,52 eq H* mol™ foi, na realidade, detectado devido ao excesso de ions
acetato em relacao aos peptideos, em solucio.

Por outro lado, nas medidas de AT, isto &, na reagdo com Ba(OH),, os valores
obtidos foram aproximadamente o dobro dos valores esperados, o que pode ser
explicado pela hidrélise dos peptideos em meio basico, consumindo um grupo
hidroxila extra:

o o)
" “OH 1] .
*HsN—R—C—NH—R—C00" ——» H,N—R—C—NH— R—COO

i on
HyN— R —C—NH— R—CO0" — 3 H,;N—R—COO" + H,;N—R—COO
Finalmente, um valor maior que o dobro pode ser atribuido a reagéo paralela
do Ba(OH), com o CO, atmosférico, durante a etapa de filtragdo, uma vez que nesse
momento o sistema é exposto ao ar.’! Tal reacdo também pode estar presente nos
resultados mostrados na Tabela 8, mas neste caso, como a troca i6bnica nao foi

completa este efeito nao foi evidenciado.

5.3.3 Misturas de Peptideo com Acido Benzenocarboxilico

Os experimentos anteriores mostraram que grupos amida, quando presentes
em SH podem, igualmente, sofrer hidrélise durante a reagdo com o Ba(OH),,

aumentando artificialmente a quantidade de grupos fendlicos da amostra. Para che-
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car essa possibilidade, no caso de misturas complexas com as SH, titulagcdes de
solucdes contendo ambos, peptideos e acidos benzenocarboxilicos foram realizadas
(Tabela 10).

Tabela 10 — Valores de acidez® das diferentes misturas com os &cidos
benzenocarboxilicos e o peptideo DL-alanil-DL-alanina, medidos pelo método de

Schnitzer e Gupta.*

AC’ AFL (aparente)® AT®
(eq H mol™) (eq H* mol™) (eq H mol™)

Acido ftalico + DL-alanil-DL-alanina

Experimental 1,96 + 0,02 1,46 + 0,16 3,42+0,16
Teorico® 3,00 0,00 3,00
Esperado® 2,31 1,90 4,21°

Acido 3,5- dihidroxibenzéico + DL-alanil-DL-alanina

Experimental 0,86 + 0,02 2,70 £ 0,05 3,56 + 0,05
Teorico® 2,00 2,00 4,00
Esperado® 1,50 2,79 4,29°

Trés acidos benzenocarboxilicos + DL-alanil-DL-alanina

Experimental 4,02 + 0,02 1,87 £ 0,05 5,89 £ 0,05
Tec')ricocc| 5,00 4,00 9,00
Esperado 4,40 2,78 7,18°

2 Desvio padrao relativo a trés medidas; ° as abreviagdes tem o mesmo significado que na Tabela 7; ©
considerando a desprotonagao de todos os hidrogénios ionizaveis; 4 valores estimados com base nos
dados experimentais obtidos (isto é, somando-se os valores experimentais obtidos para os acidos
benzenocarboxilicos, na Tabela 8, e para os peptideos, na Tabela 9); ° a hidrolise do grupo amida é

levada em conta nos calculos dos valores de AT.

Comparando os dados da Tabela 10 com aqueles para os acidos
benzenocarboxilicos sozinhos (Tabela 8) fica evidente que a hidrélise do peptideo

contribui para gerar uma quantidade artificial de grupos fendlicos em todas as mistu-
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ras. A solugdo do peptideo mais o acido ftalico, por exemplo, produziu uma AFL
“aparente” de aproximadamente 1,46 eq H' mol"' embora essa solucdo nao
contenha nenhum grupo fendlico. Os valores de AC e AT, por outro lado, ndo séo
tdo altos como o esperado, considerando os resultados obtidos anteriormente para
os compostos individualmente. Esse decréscimo na AT é provavelmente devido a
presenca simultdnea, na solugdo, de um grande numero de sitios basicos com
muitas possibilidades de interagdes intermoleculares, como ligagdes de hidrogénio,
entre as espécies em solugao, impedindo a retirada dos prétons. Efeitos como estes
sdo também observados com a mistura de DL-alanil-DL-alanina e o acido 3,5-
dihidroxibenzoico (Tabela 10). Neste caso, mesmo que a AFL se aproxime do valor
tedrico, pode-se observar nos resultados de acidez individual (Tabela 8) que
somente aproximadamente um grupo fendlico mol™' pode ser detectado para este
acido. Assim, fica notdrio que (Tabela 10) a AFL é artificialmente aumentada para
2,70 eq H* mol™ pela presenca do peptideo.

Quando trés acidos benzenocarboxilicos sdo misturados com um peptideo o
namero e as possibilidades de interacdes inter e/ou intramoleculares envolvendo os
prétons em solugdo aumenta consideravelmente e as estimativas tornam-se
impraticaveis. Contudo, tendéncias similares sdo observadas, isto é, os valores
experimentais de AC e AT sao menores do que os esperados e o valor de AFL é
aumentado, como nos outros casos. Na Tabela 8, por exemplo, pode ser visto que
aproximadamente, somente um grupo fendlico péde ser detectado na mistura dos 3
acidos. A inclusdo do peptideo aumentou esse valor para aproximadamente dois
(Tabela 10). Assim pode-se deduzir que a presenca dos grupos amida é uma
caracteristica que deve ser levada em conta na determina¢do dos valores de acidez
em SH. Schnitzer e Gupta® j& haviam sugerido que o método do Ba(OH), ndo é
especifico para grupos OH fendlicos. Reagdes laterais geradoras de grupos acidos
(ou que consomem hidroxilas), especialmente na faixa de pHs alcalinos, tém
também sido detectadas em titulacdes diretas.?” 2 Estas discrepancias podem,
possivelmente, ser ignoradas em SH de solos, para as quais os grupos fendlicos e
carboxilicos tém sido considerados como os principais sitios ionizaveis.*? Entretanto,
esses efeitos devem ocorrer com maior freqiéncia em SH aquaticas, as quais sao

originadas principalmente de MO proteinacea, alifatica e rica em nitrogénio.10
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A hidrdlise dos grupos ésteres tem também sido considerada como uma fonte

de erro nas avaliagdes de acidez das SH' %’

e a possibilidade de os dois efeitos
ocorrerem simultaneamente n&o pode ser desconsiderada.

Portanto, se levarmos em consideracdo os resultados obtidos para a mistura
de acidos na auséncia (Tabela 8) e presenca de peptideos (Tabela 10), os valores
encontrados para a acidez das SH nao devem refletir a real quantidade de
grupamentos funcionais existentes nas estruturas. Entretanto, os grupos funcionais
detectados sdo aqueles aptos a fazer a troca ibnica com o acetato de calcio e o
Ba(OH),. Estes valores sdo muito importantes, pois eles podem dar uma estimativa
da reatividade efetiva do material. Assim, os valores obtidos ndo devem ter um
significado absoluto, mas dever ser usados somente em comparagdes com amostras

que tenham sido tratadas da mesma maneira.

5.3.4 Aspectos Cinéticos

As reacdes acido-base, em meio aquoso, em geral, ocorrem rapidamente
enquanto que a hidrdlise € uma reagao mais lenta. De modo a encontrar um meio de
distinguir entre essas duas reagdes e, eventualmente poder estancar a reagcdo no
momento adequado, alguns experimentos foram feitos em cinco fracbes de tempo
diferentes. A Tabela 11 mostra os dados relativos a solugdo do peptideo DL-alanil-
DL-alanina sozinho e misturado com o acido ftalico e o acido 3,5-dihidroxibenzoico.

Como o esperado, o tempo de equilibrio influencia mais na determinacao da
AT do que na determinacido da AC, sendo assim, a AFL é aumentada artificialmente
com o tempo. Para o peptideo sozinho, bem como para a mistura entre o peptideo e
o acido ftalico (i.6. ndo apresentam grupos fendlicos em sua estrutura), a troca
acido-base com o Ba(OH), ocorre aproximadamente na primeira hora de reacao
enquanto a hidrolise aparentemente esta ocorrendo depois (6 horas ou mais).
Quando grupos fendlicos estdo presentes, como na mistura do peptideo mais o
acido 3,5-dihidroxibenzdico, a troca ibnica parece ocorrer gradativamente e assim
ficaria dificil de se distinguir entre os dois processos. Para SH ricas em nitrogénio

efeitos semelhantes podem também ocorrer.
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Tabela 11 — Valores de acidez® a diferentes tempos para o peptideo DL-alanil-DL-

alanina sozinho e misturado com o acido ftalico e o acido 3,5-dihidroxibenzdico.

Tempo de AC® AFL (aparente)® AT®

Reagio (eq H* mol™) (eq H* mol™) (eq H* mol™)
DL-alanil-DL-alanina

15 minutos 0,42 +0,02 0,14 + 0,21 0,56 + 0,21

30 minutos 0,45+ 0,07 0,59 + 0,21 1,04 + 0,20
2 horas 0,48 + 0,06 0,64 £0,14 1,12+0,13
6 horas 0,48 +0,10 1,04 + 0,17 1,52 +0,14
24 horas 0,52 + 0,03 1,88 + 0,08 2,40 + 0,08

Acido ftalico + DL-alanil-DL-alanina

15 minutos 1,73 £ 0,07 0,63 +0,16 2,36 + 0,15

30 minutos 1,81+ 0,02 1,04 + 0,18 2,85+0,18
2 horas 1,86 + 0,05 1,32 + 0,22 3,18 £0,22
6 horas 1,88 + 0,03 1,41 +0,12 3.29+0,12
24 horas 1,96 + 0,02 1,46 + 0,16 3,42+0,16

15 minutos
30 minutos
2 horas
6 horas

24 horas

Acido 3.,5- dihidroxibenzoico + DL-alanil-DL-alanina

0,76 £ 0,12
0,78 £0,14
0,80 + 0,08
0,84 £0,10

0,86 + 0,02

0,73+0,18
1,18 £ 0,17
1,48 + 0,17
1,51+ 0,16

2,70 £ 0,05

1,49+ 0,14
1,96 £ 0,10
2,28 £0,15
2,35+0,12

3,56 + 0,05

2 Desvio padrao relativo a trés medidas; ° as abreviacdes t&ém o mesmo significado que na Tabela 7.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Grupos funcionais acidos de acidos fulvicos (AF) e acidos humicos (AH) de
diferentes ambientes (marinho, estuarino, terrestre, lago) foram determinados pelo
método de Schnitzer e Gupta®*. Enquanto as propriedades elementares e espectrais
refletiram caracteristicas que estavam de acordo com a origem das amostras, os
dados de acidez medidos ndo mostraram a sistematica esperada, com amostras
terrestres exibindo mais grupos carboxilicos e menos grupos fendlicos do que
amostras aquaticas e marinhas, por exemplo. Essas discrepancias foram atribuidas
as peculiaridades da metodologia, que parece incluir outras fungdes, tais como os
grupos amida, na determinacdo da acidez fendlica (AFL). Para testar esta
possibilidade, misturas modelo foram analisadas através do mesmo procedimento. A
aplicacdo do método para determinar a acidez de misturas contendo acidos
benzenocarboxilicos e peptideos efetivamente, apresentou resultados que sao
dependentes das caracteristicas estruturais das amostras.

Para os acidos benzenocarboxilicos, grupos fendlicos com carater muito
basico e interagcbes intermoleculares parecem interferir de forma definitiva nos
resultados, produzindo valores de acidez menores do que os valores reais. Para
misturas contendo peptideos, a presenga de grupos amida distorce os resultados de
acidez total (AT) e, consequentemente, a quantidade de grupos fendlicos. A
desprotonacgao do terminal amina do peptideo parece n&o ocorrer na reagdo com
(CH3C0OO0),Ca. Além disso, devido as severas condi¢gdes da reacado com o Ba(OH),
nao somente essa desprotonagao ocorre, como a hidrélise do peptideo consome um

grupo hidroxila extra. Como a AFL é calculada pela diferenga entre a AT e a AC aca-
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ba sendo artificialmente aumentada.

Apesar disso, o método de Schnitzer e Gupta®® parece ser bastante
satisfatério. Primeiro, por ser rapido e reprodutivel. Segundo, por poder ser realizado
até mesmo em laboratérios modestos. Finalmente, porque apesar dos valores de
acidez medidos ndo apresentarem um significado absoluto, os grupos acidos
detectados sdo importantes, pois sdo capazes de fazer a troca ibnica com o
(CH3C0OO0),Ca e com o Ba(OH),, refletindo assim a reatividade de cada amostra. Se
os grupos acidos detectados séo realmente carboxilicos e fendlicos ndo chega a ser
relevante. Inclusive, para se evitar discussdes a respeito, poder-se-ia usar
expressdes como: “grupos acidos fortes” e “grupos acidos fracos” ao invés de
“carboxilicos” e “fendlicos”. Uma outra questao que merece mais atencéao refere-se a
padronizagcao do método com relacado a detalhes experimentais tais como, o tipo de
filtro® e a quantidade de amostra utilizada em cada determinagdo. Ainda assim, os
valores de acidez obtidos por esta metodologia devem ter um significado operacional
e nao absoluto possibilitando somente a comparagdo com amostras que tenham

sido tratadas da mesma maneira.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos geraram varias possibilidades de pesquisas visando
uma melhor compreensao das interferéncias das ligagdes peptidicas e outros grupos
como ésteres na determinacdo da acidez de SH. Uma breve descricdo das
motivacdes e dos tipos de estudos que serado realizados futuramente sera feita a

sequir.

Numa primeira etapa de trabalho, sera dada continuidade a investigagcéo
sobre a interferéncia das ligagbes peptidicas e outros grupos como ésteres na
determinagao da acidez de SH. Para tal seria necessario conhecer o conteudo de
aminoacidos nas amostras estudadas. Devido a impossibilidade de determinar o
conteudo de aminoacidos das amostras de SH estudadas, um conjunto de amostras
padrao do IHSS (Sociedade Internacional de Substancias Humicas), para as quais a
quantidade de aminoacidos ja foi determinada, serd tomado como base de estudos
posteriores. Assim, determinar-se-a a quantidade de grupos funcionais dessas
amostras, pelo método de Schnitzer e Gupta®, correlacionando-os com a incidéncia
dos aminoacidos. Além disso, a acidez dessas mesmas amostras sera determinada
por potenciometria para que se compare os dados obtidos com aqueles de Ritchie e

Perdue?’:
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A experiéncia adquirida com este trabalho também abriu novas possibilidades
de estudo, entre as quais uma investigagao mais detalhada sobre as turfas, que séo
um tipo de material rico em SH. Sabendo-se que a regido sul catarinense possui
expressivas reservas de turfa, inclusive situadas em uma regido onde estéo
instaladas algumas minas de carvéo, tornou-se ainda mais promissora essa nova
possibilidade de trabalho. Através de um contato com o Professor Carlyle T. Bezerra
de Menezes coordenador do Departamento de Engenharia Ambiental da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), o qual também trabalha com
esse tipo de material e que se dispds a nos fornecer algumas de suas amostras de

turfa, esses estudos poderao ser consolidados.

Em uma segunda etapa de estudo sera feita a caracterizagdo de amostras de
turfa provenientes de uma turfeira localizada no municipio de Balneario Arroio do
Silva (SC) através de espectroscopia no infravermelho, analise elementar de CHNS,
microscopia eletrénica de varredura, analise por difragao de raios X e extracao das
SH. Em colaboragdo com o Professor Dr. Luiz Augusto dos Santos Madureira da
UFSC, far-se-a uma avaliagdo, por meio de cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massa, de forma qualitativa e quantitativa da composicdo das
amostras de turfas e uma interpretacdo dos resultados obtidos com relevancia
biogeoquimica. E por fim, em colaboracdo com o Professor Dr. Nito Angelo
Debacher da UFSC, sera avaliada a capacidade de adsor¢ao de alguns metais em
solugbes aquosas, utilizando a turfa como adsorvente, permitindo assim o uso de
turfas em sistemas de tratamento e ampliando as estratégias no controle de

poluentes.
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