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RESUMO

Neste trabalho, amostras de solos, turfas e suas respectivas substancias himicas
(SH) foram caracterizadas por meio de andlise termogravimétrica (TG), andlise elementar,
espectroscopia de infravermelho (IV) e ressonancia magnética nuclear de BC no estado
sélido (CP/MAS-RMN "C). Os resultados revelaram evidéncias de modificagdes
estruturais do material de origem apds a extracdo e purificacdo das SH. As amostras de
solos e turfas apresentaram uma estrutura mais alifatica e rica em polissacarideos do que
suas respectivas SH. Entretanto, as razdes atomicas assim como os resultados de IV e
CP/MAS-RMN "°C ainda assim puderam ser usadas para caracterizar e diferenciar
amostras de matéria organica (MO) e de SH. Grupos funcionais 4cidos (carboxilicos e
fendlicos) de SH de ambientes distintos (estuarinos, marinhos, dgua doce, terrestres,
turfeira) foram quantificados pelo método de titulagdo indireto. Os resultados obtidos nesta
etapa do trabalho geraram algumas ddvidas com relacdo a validade da metodologia
empregada e de possiveis interferéncias ocasionadas pelas caracteristicas das amostras.
Desta forma, experimentos foram idealizados de modo a testar a validade dos valores de
acidez de SH determinados por diferentes métodos e tratados por dois diferentes modelos
matemdticos: programa BEST7 e equacdo de Henderson-Hasselbalch modificada
(EHHM). Os valores de acidez obtidos mostraram, em geral, uma considerdvel
dependéncia do modelo aplicado e das condigdes experimentais. A remog¢do do azul de
metileno (AM), do 17-estradiol e do 17a-etinilestradiol de solugdes aquosas pela turfa foi
avaliada. Para o AM, a porcentagem de remoc¢do foi maior para as solu¢des mais diluidas,
mas a quantidade de massa de AM adsorvida pela turfa no equilibrio aumentou com o
aumento da concentragdo inicial. Para os hormdnios, a turfa também apontou ser uma
alternativa vidvel nos testes de adsor¢do. Em geral, a turfa mostrou-se eficiente na
recuperagdo de efluentes contaminados com estes compostos, demonstrando a sua

potencialidade para este uso.

Palavras-chave: matéria organica, substancias himica, solo e turfa.
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ABSTRACT

In this study, samples of soils, peats and their respective humic substances
(HS) were characterized by thermogravimetric analysis (TGA), elemental analysis,
infrared spectroscopy (IR) and solid state PC nuclear magnetic resonance (*C CP/MAS
NMR). The results revealed evidences of structural modifications of the origin material
after the extraction and purification of HS. Samples of soils and peats presented a more
aliphatic structure and rich in polysaccharides than its respective HS. However, the atomic
rations as well as IR and °C CP/MAS NMR spectroscopies can be used to characterize
and to differentiate samples of organic matter (OM) like HS. Acidic functional groups
(carboxylic and phenolic) of HS of distinct environments (estuarine, marine, freshwater,
terrestrial, peatland) were determined by the indirect titration method. Acidity results did
not show the expected trends for each type of material, generating some uncertainties in
relations to the validity of methodology employed and of possible interferences caused by
the characteristics of the samples. Thus, experiments were idealized to test the validity of
the acidity values of HS determinated by different methods with titrations data, being
handlede by two approaches: the BEST7 program and the modified Henderson-
Hasselbalch model (MHHM). The obtained acidity values showed a strong dependence on
the model procedure applied, as well as of the experimental conditions. The removal of
methylene blue (MB), of 17B-estradiol and of 17a-ethynylestradiol from aqueous solution
by peat was analyzed. For the MB, the percentage of removal was greater for diluted
solutions, but the absolute amount of MB adsorbed by the peat at equilibrium increased
with the increase of the initial concentration. For the hormones, the peat also pointed to be
a viable alternative in the tests of adsorption. In general, peat showed to be efficient in the
recuperation of effluents contaminated with these compounds, demonstrating its

potentiality for this use.

Keywords: organic matter; humic substance, soil and peat.
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APRESENTACAO DO TRABALHO

APRESENTACAO DO TRABALHO

Este trabalho estd organizado em seis principais capitulos. Dentre os capitulos
citados, os CAPITULOS III, IV e V mostram os principais assuntos abrangidos neste
estudo e sdo compostos por introducdo, parte experimental, resultados e discussdo e

consideragdes finais.

No CAPITULO I, faz-se uma introducdo dos temas de interesse envolvidos
neste estudo, fornecendo informacdes relativas a estrutura e composi¢do da matéria
organica (MO), substancias himicas (SH) e turfas, e a importancia destes materiais nos

ecossistemas naturais.
No CAPITULO II, os objetivos deste trabalho sdo descritos.

No CAPITULO 111, a caracterizacdo das amostras de solos, turfas e de suas
respectivas SH utilizadas neste estudo, por meio de diferentes técnicas é descrita. Um
breve resumo a respeito das técnicas de andlise termogravimétrica (TG), andlise elementar,
espectroscopia de infravermelho (IV) e espectroscopia de ressonincia magnética nuclear
de "C no estado sélido (RMN °C) é apresentado. Neste capitulo discutem-se as diferencas

de composicao entre as amostras provenientes de ambientes distintos (solos e turfas).

No CAPITULO IV, apresenta-se o estudo de quantificagdo de grupos dcidos
das SH. Os valores de acidez de um conjunto de SH, provenientes de diferentes ambientes
(mar, manguezal, lagoa e turfeira), obtidos durante o desenrolar deste trabalho e de cinco
amostras de SH da Sociedade Internacional de SH (IHSS, International Humic Substances
Society) s@o determinados com o método de titulacdo indireta de Schnitzer e Gupta (1965).
Os resultados obtidos nesta etapa de trabalho geraram algumas ddvidas com relagdo a
validade da metodologia empregada e de possiveis interferéncias ocasionadas pelas
caracteristicas das amostras. Estas dividas deram origem a um estudo sobre a influéncia da
metodologia nas medidas de acidez de SH. Este estudo € igualmente apresentado neste

capitulo.
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No CAPITULO V, demonstra-se, por medidas de capacidade de adsor¢do, a
potencialidade da turfa para o tratamento de efluentes contaminados com diferentes

contaminantes, tais como: azul de metileno (AM), 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol.

No CAPITULO VI , € apresentada a conclusdo deste trabalho.
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1.1. MATERIA ORGANICA

A MO encontrada no meio ambiente natural é de grande importancia para os
processos geoquimicos tais como solubilizacdo, especiacdo e toxicidade dos metais e
poluentes em sistemas naturais (Roubeuf et al., 2000). Ela estd presente nos solos, turfas,
sedimentos e dguas naturais e € formada por uma mistura de diferentes compostos
contendo grupos aromadticos, alifdticos, fendlicos e quindlicos com uma variedade de
propriedades e tamanho molecular (Aiken et al., 1985; Suffet e MacCarthy, 1989). Estes
compostos se originam a partir de diversas transformacdes (Figura 1), cuja dindmica é
governada pela adicdo de residuos de diversas naturezas e por uma transformacio
continua, sob a acdo de fatores fisicos, quimicos e bioldgicos (Schnitzer e Khan, 1972; Ver
et al., 1999). Além disso, o tamanho, a composicio quimica, a estrutura, os grupos
funcionais e as caracteristicas polieletroliticas da MO podem variar significativamente,

dependendo da fonte e estdgio de decomposi¢ao do material de origem (Chin et al., 1998).

Queima de combustiveis

— CO, na atmosfera < N . e
g i fosseis e fragmentos orgédnicos

;/ - » metano (CH,) e

| monoéxido de carbono (CO}

Fotossintese
A
N 1.
>
% L

-

Respiragao
e decomposigao

Fotossintese
(cadeias alimentares
marinhas)

Sedimeantos
na agua % OFgaNICos ol

Figura 1. Representagio esquemadtica da dindmica da MO (Braga et al., 2002).

Por ter um significante papel no transporte e destino da maioria dos poluentes
organicos ou inorganicos e durante o processo de ciclagem dos nutrientes no meio

ambiente, a caracterizacdo da MO ¢ particularmente importante (Thurman et al., 1988).
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Mais especificamente, um melhor entendimento das propriedades estruturais e funcionais
da MO podem ajudar no esclarecimento dos mecanismos responsaveis pela complexacio,
reducdo, biodisponibilidade, mobilizacdo e imobilizacdo dos metais, pesticidas, e outros
compostos quimicos téxicos, com a MO (Chen et al., 2002; Chen et al., 2003).

Dois principais grupos caracterizam a MO: as substincias ndo hdmicas e as
substancias htmicas (SH). O primeiro grupo é considerado relativamente pequeno,
representando cerca de 10 a 20% da MO total (Konova, 1966; Schnitzer e Khan, 1972;
Wood, 1996; Santos e Camargo, 1999). Sdo constituidos de moléculas de baixa massa
molar e de caracteristicas quimicas bem definidas, tais como carboidratos, proteinas,
aminodacidos, gorduras, resinas, pigmentos, dcidos graxos e dcidos orgdnicos. A maioria
destes compostos € facilmente atacado pelos microorganismos e tem um pequeno tempo de

residéncia no meio ambiente, embora alguns acidos carboxilicos mais simples tenham sido

encontrados em uma diversidade de ambientes geoldgicos (Wood, 1996).

O segundo grupo é classificado como sendo o principal componente da MO
(80-90%) e esta onipresente nos diferentes ambientes (Konova, 1966; Schnitzer e Khan,
1972; Wood, 1996; Santos e Camargo, 1999). As SH séo as principais responsaveis pelos
inimeros processos fisicos e quimicos que ocorrem com participagdo da MO. Deste modo,

€ de extrema importancia conhecer-se mais detalhadamente sua formacgéo e composigao.

1.2. SUBSTANCIAS HUMICAS

As SH apresentam-se como uma mistura heterogénea de moléculas
polidispersas com diferentes macromoléculas e grupos funcionais distintos (Stevenson,
1994; Santos e Camargo, 1999). Apresentam coloragdo escura (marrom ou preta), estrutura
complexa com propriedades ainda ndo definidas, cardter hidrofilico e alta estabilidade, se
comparadas com as substincias ndo hdmicas (Konova, 1966; Schnitzer e Khan, 1972;
Wood, 1996; Janos, 2003). Originam-se da degradacdo oxidativa e subseqiiente

polimerizacdo da MO animal e vegetal, tendo sido sugeridas pelo menos quatro possiveis
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mecanismos (Figura 2) pelas quais as SH podem ser formadas (Schnitzer e Khan, 1972;

Stevenson, 1994).

RESIDUO DE PLANTAS }—\

= LIGNINA
TRANSFORMACAO POR MICROORGANISMOS }\ MODIFICADA

;

i ) PRODUTOS DE
ACUCARES POLIFENOIS NICT(I:%(I;%;?)SOS DECOMPOSICAO DA
l LIGNINA
QUINONAS QUINONAS

2 3

SUBSTANCIAS HUMICAS

Figura 2. Mecanismo de formacdo das SH (Stevenson, 1994).

1.2.1. Classificacao e Composicao Elementar

Comumente, as SH séo classificadas, operacionalmente, de acordo com a sua
solubilidade em solucdo aquosa, em trés fragdes. Os acidos himicos (AH) compreendem
as substdncias orgnicas soluveis em solucdes alcalinas diluidas, mas precipitam quando
acidificados (pH < 2). Os 4cidos filvicos (AF) consistem dos compostos organicos
soliveis em toda faixa de valores de pH. A Humina é o termo utilizado para a fracdo
insoldvel em ambas as condi¢des dcidas e basicas (Stevenson, 1994; Wood, 1996; Janos,

2003).

A composicdo elementar das SH, bem como suas propriedades, pode variar de
acordo com a fonte de MO e o local de formacdo. Fatores como a vegetagao, o clima e o

tipo de ambiente influenciam na humificacdo, determinando de certa forma as
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caracteristicas das SH. O alto grau de alifaticidade do himus marinho, por exemplo, é
resultante da contribui¢do de lipidios de origem microbiana, particularmente algas (Rashid,
1985); enquanto que a abundancia de substituintes policarboxilicos e fendlicos tem
correlacdo com insumo terrestre, indicando que ligninas e, provavelmente, taninos sio
importantes na formagdo de himus em ambientes continentais (Killops e Killops, 1993). A
composicdo quimica dos AH varia de acordo com seu material de origem, mas geralmente
fica em torno de: 50-60% de C; 30-35% de O; 4-6% de H, 2-4% de N e 0-2% de S. A
humina tem uma composi¢do quimica similar a dos AH, mas os AF contém menos C (40-

50%) e N (< 1-3%) e mais O (44-50%) (Schnitzer e Khan, 1972).

1.2.2. Aspectos Estruturais

A caracterizacdo estrutural das SH tem sido objeto de estudos de indmeros
pesquisadores (Konova, 1966; Schnitzer, 1978, Steelink, 1985; Schulten e Schnitzer, 1993;
Giovanela, 2003). Na busca de uma estrutura padrdo para estas substancias, varias técnicas
analiticas tém sido extensivamente utilizadas, dentre as quais se destacam a andlise
elementar, as espectroscopias de IV, ultravioleta e visivel (UV-Vis) e de RMN 'H e RMN
BC, a pirdlise acoplada a cromatografia gasosa e a espectrometria de massas (Pi/CG-EM),
a cromatografia por exclusdo de tamanho (CET), a eletroforese capilar (EC), a difracdo de

raios-X, o espalhamento de luz, entre muitas outras.

Considerando que os diferentes compostos, aminodcidos, carboidratos, lipidios,
monoaromadticos, poliaromadticos, fendis, polifendis, dcidos benzenocarboxilicos, dcidos
carboxilicos alifaticos, acidos graxos e alcanos, ddao origem as SH, tem-se que a
composicdo destas representa a combina¢do de todas estas entidades em diferentes
configuragdes e combinagdes (Konova, 1966; Schnitzer, 1978). Como resultado, obtém-se
estruturas tridimensionais diversas, de caracteristicas quimicas distintas, dependendo do
seu grau de humificacdo. As formulas apresentadas na literatura (Figuras 3 e 4) sdo

consideradas apenas como tentativas para a obten¢@o da estrutura das SH (Rashid, 1985).
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Figura 3. Estrutura da molécula de AH proposta por Konova (1966): 1) anel aromatico
derivado de di e tri — hidréxifenol; 2) nitrogénio em formas ciclicas; 3) residuos de

aminoacidos; 4) residuos de carboidratos.
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Figura 4. Estrutura quimica parcial de AF proposta por Schnitzer (1978).

Por meio da andlise conjunta de diversas técnicas, Schulten e Schnitzer (1993)
propuseram uma estrutura para o AH (Figura 5). Esta estrutura consiste de um extenso
esqueleto de carbono com atomos de O, H e N presentes nas propor¢des indicadas por
dados analiticos. O oxigé€nio estd presente na forma de carboxilas, hidroxilas fendlicas e
alcodlicas, carbonilas, éster, éter e em anéis de cinco membros. Os principais grupos
encontrados sdo carboxilicos alifaticos e aromaticos, hidroxilas alcodlicas e fendlicas,

grupos amino, quinonas, carbonilas e metoxilas. A exata combinagdo molecular e
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estrutural desses compostos dinadmicos é ainda objeto de discussdo. Muito pouco se

conhece, por exemplo, sobre a interacio entre os grupamentos funcionais.

(CH3)p-3

CH3lg-2 —
(CH3)0-2 i

(CH3)g-s

Figura 5. Estrutura proposta por Schulten e Schnitzer (1993) para o AH.

Em 1997, esses mesmos pesquisadores apresentaram um exemplo de estrutura
tridimensional (Figura 6) para a estrutura de AH proposta em 1993. Schulten e Schnitzer
(1997) puderam constatar que a estrutura em questio, otimizado por cdlculos matematicos,
apresentava uma série de “vacuolos” (representados pelas letras (A), (B) e (C) na Figura
6), onde poderiam se alojar outros compostos orgénicos, hidrofilicos ou hidrofébicos,
como carboidratos e proteinas, lipidios, agrotdxicos e outros poluentes. Poderiam também

estar presentes os elementos inorganicos, como argilas, 6xidos-hidréxidos e metais.
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Figura 6. Estrutura tridimensional de um AH proposta por Schulten e Schnitzer (1997).
Carbono = azul; Oxigénio = vermelho; Nitrogénio = azul marinho; Hidrogénio = branco.
As letras (A), (B) e (C) indicam os “vacuolos” provavelmente presentes na estrutura das

SH.

Estudos mais recentes, no entanto, t€ém levado a acreditar que as SH,
contrariamente aos exemplos macromoleculares até entdo propostos, podem consistir de
agregados de moléculas menores apresentando uma espécie de "férmula unitiria média
universal" (Figura 7) (Sein et al., 1999; Cozzolino et al., 2001). Assim, as SH,
contrariamente as estrutura postuladas anteriormente, podem ser formadas por agregados
de estruturas menores, denominadas “building blocks”, como aqueles mostrado na Figura

7, associados por interacdes supramoleculares.
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Figura 7. Exemplos de “building blocks” propostos por Steelink (1985).

1.2.3. Importancia para o Meio Ambiente

As SH desempenham um papel importante no meio ambiente devido a varias
caracteristicas. Nos solos, sedimentos e turfas, por exemplo, elas contribuem para a
retencdo de calor, estimulando dessa maneira a germinacdo de sementes e o

desenvolvimento de raizes. Devido a sua alta capacidade de retencdo de dgua (até vinte

10
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vezes a sua massa) as SH evitam o escoamento sendo, portanto, importantes na
conservagdo do solo contra a erosdo (Barros et al, 1994). Elas também cimentam as
particulas em agregados, o que possibilita a aeracdo dos mesmos e, conseqiientemente, o

aumento de sua permeabilidade (Stevenson, 1994; Kordel et al., 1997).

Outra propriedade importante das SH é a habilidade de interagir com {fons
metdlicos para formar complexos de diferentes estabilidades e caracteristicas estruturais
(Lobartini et al., 1992; Stevenson, 1994; Kordel et al, 1997). A presenca de grupos
funcionais contendo oxigénio, tais como carboxilas, hidroxilas fendlicas e carbonilas, faz
com que as SH assumam um comportamento polieletrolitico e atuem como agentes
tamponantes de ions metélicos (Saar e Weber, 1982; Borges et al., 2005; Zhou et al.,
2005). A principal dificuldade em se estudar estas interacdes estd no fato de as SH
representarem uma mistura de moléculas distintas contendo um diferente niimero de sitios
de variadas forcas. E possivel que de acordo com suas caracteristicas funcionais uma SH
seja mais seletiva em relacdo a um determinado metal do que a outro (Evangelou et al.,

2002; Borges et al., 2005; Zhou et al., 2005).

Além da complexacdo com metais, as SH podem ainda interagir com outros
poluentes, tais como o 2,2-di(4-clorofenil)-1,1,1-tricloroetano (DDT), bifenilas
policloradas (BPC), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), hormdnios (17f3-
estradiol e 17a-etinilestradiol) e corantes (AM) entre outros (Manahan, 1989; Jones e
Huang, 2003; Prado et al., 2003; Liu et al., 2004). As interagdes das SH com os poluentes
organicos e inorganicos acontecem por meio de adsor¢do na superficie e reacdes de troca
cationica. Estas reacdes alteram a solubilidade do agente tdxico influenciando em sua

biodisponibilidade, transporte e migracdo no ambiente (Kango e Quinn, 1992).

Alguns pesquisadores ainda revelam que as SH, devido as suas propriedades
quimicas, podem apresentar alguns efeitos indiretos aos microorganismos aquaticos, isto é,
reducdo da acidez (Petersen, 1990); reducdo da irradiag@o ultravioleta (Schindler er al.,
1996); nutri¢do indireta aos microorganismos devido ao aumento da biodisponibilidade dos
micronutrientes inorganicos como o N e o P (Chen e Aviad, 1990); e reducdo no grau de

contaminagao (Steinberg et al, 2000).

11
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1.3. TURFA

A turfa é uma mistura do material formado pela decomposicdo de restos
vegetais e de material mineral acumulado no fundo de lagoas e depressdes alagadas nas
dreas ribeirinhas. Resultam do atrofiamento e decomposi¢do incompleta de material
lenhoso e de arbustos, musgos e liquens, em condi¢des de excessiva umidade, além de
materiais inorganicos (Couillard, 1994; Franchi, 2000; Brown et al., 2000). Suas
propriedades dependem de vérios fatores, incluindo os parametros ambientais sob as quais

ela foi gerada, o seu grau de decomposi¢do e do método de sua coleta (Brown et al., 2000).

Apresenta coloragdo variando do marrom claro ao preto, dependendo do grau
de decomposicao em que se encontra (Fuchsman, 1980; Franchi, 2000). Basicamente, as
turfeiras tém se formado por dois modos (Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas — IPT,

1979):

e Pela inundacdo constante e formacdo de lagoas ribeirinhas em terras baixas de vales, ou
estudrios de rios, com o conseqiiente acimulo de plantas mortas, folhas, galhos, frutos
silvestres, flores e outros. O espalhamento do ambiente saturado de dgua por dreas planas
(charcos ou pantanos), com pouca drenagem, possibilita o inicio do processo de deposi¢dao
em camadas de material vegetal orginico. Esta formacgdo inicial propicia a reten¢do das
dguas da inundac@o e das chuvas, permitindo o aparecimento de musgos. O posterior
atrofiamento nas dreas ricas em musgos € lento, devido a sua alta acidez e grande
capacidade de absor¢do de dgua. O retardamento da decomposi¢do da matéria morta,
combinado com o crescimento vigoroso dos musgos, resulta em rdpida acumulagdo da

turfa de musgos em muitas areas (Figura 8).

12
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ARBUSTOS

l— CHARCO —— TRANSIGAD —}— TURFEIRA ELEVADA —|

ARBUSTOS
ATROFIADDS

Figura 8. Formacao de turfeiras em éreas de inundaciao (IPT, 1979).

e Pelo preenchimento das depressdes de pequenos lagos e lagoas por MO morta. O

processo comeca quando a vegetacdo das margens cresce em direcdo ao centro da

depressdo, constituindo uma camada de plantas aqudticas. A expansao desta esteira vegetal

sobre as dguas permite que outras plantas migrem para as porcdes mais estdveis das bordas

do lago (Figura 9). O desenvolvimento deste processo pode levar as plantas aqudticas e

semi-aqudticas a se acumularem no topo do material orgdnico morto (turfa em

decomposic¢do), cobrindo toda a superficie do lago e enchendo-o completamente.

1- ESTAGIO INICIAL
{MARGENS)

ARVORLS
| ARDUSTOS

VEGETACAD
FLUTUANTE

| MUSGOS

2 - ESTAGIO FINAL
(TURFEIRA ELEVADA)

10n

SAPRICA

FIRROSA HEMICA

500 m - I

Figura 9. Processo de formacéo de turfeiras em lagoas (IPT, 1979).
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1.3.1. Classificacao

Existem vdrias classificagdes para as turfas, bastante semelhantes entre si, as

quais procuram ressaltar, essencialmente, seu grau de decomposicio. O modelo mais

freqiientemente utilizado até os dias de hoje foi desenvolvido por Von Post (1924), onde a

turfa € classificada numa escala visual de 10 pontos apds um teste de campo expedito de

squeezing — que consiste em espremer-se a mao uma amostra fresca e molhada e observar-

se o aspecto do material que flui entre os dedos e daquele que fica retido (Tabela 1).

Tabela 1. Classificagdo das turfas pelo grau de decomposi¢do (Von Post, 1924).

Cor da Fracao da Resta na mao
Graude  Caracteristicas agua que turfa que
humificacao flui entre  flui entre os . Estrutura
os dedos dedos orma vegetal
H1 sem Incolor _
decomposic¢io ndo tem estrutura
H2 muito pouco  ligeiramente  ndo passam aspecto vegetal
decomposta castanha sOlidos entre  gelatinoso  nitidamente
H3 fracamente castanha os dedos reconhecivel
decomposta fraca
fracamente muito
H4
decomposta castanha
apresenta
HS5 decomposta poucos P poucos
sélidos aspecto restos
Heé bem passa 1/3 do  gelatinoso vegetais
decomposta volume reconhecivel
restos
fortemente passa metade vegetais
H7 decomposta  liquidobem  do volume muito pouco
escuro reconhecivel
HS muito passa 3/5 do
fortemente
volume . ~ p
decomposta ficam na mao residuos de
fibras raizes, etc
H9 _quase passa quase ’
integralmente
tudo
decomposta
H10 completamente flui sobra muito pouco ou
decomposta integralmente quase nada nas maos
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De acordo com o sistema da Sociedade Internacional de Turfa (IPS,
International Peat Society), as principais caracteristicas dos diferentes tipos de turfas sio

as seguintes (IPS home page, 2006):

e Turfa fibrosa ou leve — é pouco decomposta (Hl a H3), geralmente marrom-
avermelhada, com a porcdo orginica contendo mais de 2/3 de fibras vegetais reconheciveis
e o restante decomposto além do reconhecimento. E encontrada em ambiente acido,
formando as camadas mais superficiais das turfeiras (em geral, derivadas de musgos),

sendo utilizada principalmente para horticultura e agricultura.

® Turfa decomposta ou escura — representa um grau de decomposicio intermediario (H4 a
H7), com tonalidade entre o marrom e o preto, apresentando 1/3 a 2/3 de fibras
reconheciveis. Normalmente é formada por gramas, arbustos, plantas rasteiras silvestres e
plantas aquadticas, e é valiosa para fins energéticos, podendo ainda ser utilizada na

agricultura.

® Turfa sdprica ou preta — € bastante escura e tem um elevado grau de decomposicdo (HS
a HI10), contendo 1/3 de fibras reconheciveis, podendo apresentar forma gelatinosa.
Algumas vezes se forma a partir da acentuada decomposicdo dos dois tipos de turfas
anteriormente citados. Por outro lado, o seu processo de formacdo pode se originar a partir
da sedimentacdo, no fundo de lagos rasos, de material organico morto de plantas aqudticas
e algas (sapropelito). Geralmente, elas aparecem em camadas relativamente pouco
espessas, chegando algumas vezes a atingir quase dois metros de espessura. Sua utilizacio
é primariamente energética, entretanto, ¢ ainda utilizada na recuperagdo de dreas

degradadas.

1.3.2. Composicao Elementar e Aspectos Estruturais

A composi¢do elementar das turfas, assim como suas propriedades dependem
de vérios fatores, como a natureza da vegetacdo, o clima da regifo, a acidez da dgua e seu
grau de decomposi¢do (Brown et al., 2000). Sua estrutura varia de fibrosa a sdprica, e a

proporcao relativa de C, H e O variam, dependendo de sua composicao botinica e grau de

15



CAPITULO I

humificacdo. A faixa de valores de composi¢do elementar (livre de umidade e cinzas) varia
de 50-60% de C e 5-6% de H; estes elementos tendem geralmente a aumentar com o
aumento do grau de decomposicdo, enquanto a quantidade de O (30-40%) diminui

(Fuchsman, 1980; Cocozza et al., 2003).

As turfas possuem uma estrutura complexa, que possui como principais
constituintes os betumes (4cidos graxos, ceras e esterdides), as SH, os carboidratos
(principalmente celulose e proteinas) e as ligninas (substincias polifendlicas) (Fuchsman,
1980; Couillard, 1994; Brown et al., 2000). Normalmente lignina e celulose sdo os
constituintes predominantes, sendo a porcentagem de SH funcgdo direta do grau de
decomposi¢cdo, uma vez que elas ndo existem naturalmente nas plantas vivas e sio

produtos intermedidrios no ciclo de decomposicdo da MO.

1.3.3. Importancia para o Meio Ambiente

Ha cerca de pelo menos 2000 anos, o homem tem usado a turfa para fins
energéticos. Em regides carentes de outros combustiveis fosseis ela é aproveitada para a
geracdo de energia elétrica, térmica, industrial e doméstica. Embora seja conhecida
mundialmente como um bem mineral energético, a turfa, em fun¢@o do seu elevado teor de
MO, atua também como um condicionador de solos, como um armazenador de nutrientes e

na recuperacdo de areas degradadas (Franchi, 2000).

Recentemente, a turfa tem sido muito estudada como um material alternativo
para a remogdo de impurezas de diferentes efluentes (Couillard, 1994; Brown et al., 2000;
Sun e Yang, 2003; Fernandes et al. 2004 e 2005), como por exemplo, 6leo (Mathavan e
Viraraghavan, 1989), metais (Fernandes et al., 2004), odores (McLellan e Rock, 1986),
pesticidas (Toller e Flaim, 1988) e corantes (Fernandes et al., 2005 e No Prelo). Sua
aplicacdo se da devido a existéncia de grupos funcionais, tais como carboxilicos e
fendlicos, de grande reatividade que atuam nas reacdes de troca idnica, fazendo com que o
potencial de adsor¢do das turfas para sélidos especificos, tais como metais e moléculas

organicas polares, seja muito alto (Brown et al., 2000).
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2.1. OBJETIVOS

N

Diante da periculosidade dos compostos toxicos a saide humana e a
manutengdo da biodiversidade, hd hoje a necessidade urgente de intensificarem-se os
estudos que possibilitam o monitoramento eficiente de possiveis contaminantes ao meio
ambiente. Tais estudos sdo fundamentais para que se estabelecam estratégias visando a
reducdo dos riscos de contaminag¢do. Um melhor entendimento das propriedades estruturais
e funcionais da MO, a qual é de grande importancia para os processos geoquimicos tais
como solubilizacdo, especiagdo e toxicidade dos metais e poluentes em sistemas naturais, é
de grande interesse neste tipo de estudo. Diversos tipos de MO tém sido objeto de estudos
voltados para a recuperacdo de ambientes contaminados com diferentes poluentes.
Entretanto, o conhecimento detalhado da reatividade destas substincias € ainda incipiente
devido a complexidade do material e ao fato de suas caracteristicas fisico-quimicas serem

aparentemente dependentes do ambiente onde estas substincias sdo formadas.

Desta forma, sdo objetivos desta tese:

% extrair e purificar, de acordo com o protocolo adaptado por Giovanela

(2003), um conjunto de amostras de AF e AH, provenientes dos seguintes solos e turfas:
e Solo Mineral (MI) — Bonn (Alemanha);
¢ Solo do Horto Florestal (SO) — Florianépolis;
e Turfa decomposta (TD) — Turfeira em Balneario Arroio do Silva;

e Turfa fibrosa (TF) — Turfeira em Balneario Arroio do Silva.

% determinar as propriedades fisico-quimicas das amostras de solos e turfas
anteriormente mostras e seus respectivos AF e AH por meio das seguintes técnicas

analiticas:
1) andlise termogravimétrica — TG;

2) anélise elementar — CHNS;

17



CAPITULO 11

3) espectroscopia de infravermelho — IV ;

4) espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de BC - RMN "c;

% testar, usando amostras padrdo de SH da IHSS e de compostos modelo
(acido 3,5-dihidroxibenzdico, acido ftalico, 4-hidroxibenzaldeido e DL-alanil-DL-alanina),

a validade de diferentes métodos de quantificagdo de grupos funcionais, a saber:
¢ método de titulacdo indireta de Schnitzer e Gupta (1965);

e titulagdo potenciométrica com andlise de dados pelo programa BEST7 e

pela equagdo de Henderson-Hasselbalch modificada (EHHM).

% quantificar a acidez das amostras de SH, provenientes dos diferentes

ambientes abaixo apresentados, pelo método de quimico de Schnitzer e Gupta (1965):
e Jlha do Mar Virado (MM VI) — Sdo Paulo;
e Praia de Ubatumirim (UBM) — Sao Paulo;
e Manguezal de Ratones (RME) — Floriandpolis;
e Lagoa do Peri (PLN) — Floriandpolis;

e Turfeira do Balnedrio Arroio do Silva (ASP) — Ararangua.

+ avaliar, por meio de espectroscopia de UV-Vis e cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE),o potencial de adsor¢do da amostra de TD com relagdo ao corante

AM e com relacdo aos hormdnios 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol.
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3.1. CARACTERIZACAO DAS SUBSTANCIAS HUMICAS E TURFAS

3.1.1. Analise Termogravimétrica — TG

A TG mede as varia¢des de massa de uma amostra (ganho ou perda) em fungéo
da temperatura e/ou do tempo, enquanto a substancia é submetida a um programa
controlado de temperatura, sob uma atmosfera especificada. E utilizada para avaliar
processos como degradagdo, oxidag¢do, reducdo, evaporagdo, sublimagcdo e outras

mudangas relacionadas com o calor, que ocorrem nas substancias (Hatakeyama, 1992).

No estudo das SH e da MO em geral, a TG ¢é bastante utilizada na
quantificagdo do teor de cinzas e de umidade das amostras (Huffman e Stuber, 1985).
Entretanto, alguns autores tém usado esta técnica, juntamente com outras andlises térmicas,
para caracterizar e estudar as mudancas estruturais (no que se refere aos grupos funcionais)
que podem ocorrer com as SH apds o aquecimento (Esteves e Duarte, 1999; Giovanela et
al., 2004). As curvas de decomposicdo térmica e especialmente sua primeira derivada
(DTG) fornecem informagdes importantes relativas a estabilidade térmica das amostras
(Hatakeyama, 1992; Esteves e Duarte, 1999). Diferencas nas curvas de decomposi¢ao
térmica de amostras de SH sdo provavelmente devido aos diferentes graus de humificacio
e aos diferentes mecanismos quimicos e biolégicos que originaram as SH (loselis et al.,

1985; Esteves e Duarte, 1999; Giovanela et al., 2004).

3.1.2. Analise Elementar

A composi¢do elementar das SH, assim como dos diferentes tipos de MO, pode
variar de acordo com a fonte de origem e local de formagdo. Fatores como a vegetagado, o
clima e tipo de ambiente influenciam diretamente no processo de humificacgdo,

determinando de certa forma, as caracteristicas da substincia originada.

As razdes atdmicas C/H, C/N e C/O podem ser usadas para indicar a origem de

MO, o grau de condensacgdo e as condicdes ambientais sob as quais as SH foram geradas
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(Rice e MacCarthy, 1991; Steelink, 1985). A razdo atomica C/H é frequentemente
associada ao grau de condensagdo ou de aromaticidade, e esta, por sua vez, ao grau de
humificac¢do, sendo que menores valores de C/H (ou maiores valores de H/C) indicam
maior quantidade de grupos alifdticos, tipicos de materiais menos humificados,
dependendo do grau de oxidagdo e do material de origem. As razdes C/O e C/N indicam,
respectivamente, o teor de grupos oxigenados presentes na molécula e o grau de
incorporagdo de nitrogénio na estrutura. Apesar de ndo ter uma relagdo muito direta,
amostras mais humificadas apresentam, em geral menores valores de C/O e C/N

(Stevenson, 1994).

3.1.3. Espectroscopia de Infravermelho — IV

A espectroscopia de IV tem sido amplamente utilizada na caracteriza¢do da
MO, existindo na literatura uma quantidade aprecidvel de informagdes e dados resultantes
desta técnica (Goh e Stevenson, 1971; Lobartini e Tan, 1988; Tam er al, 1991;
Kawahigashi et al., 1996; Dick et al., 1997; Sierra et al., 2005).

As atribui¢des das principais bandas de absor¢do usualmente observadas nos
espectros de IV da MO estdo mostradas na Tabela 2 (Schnitzer e Khan, 1972; Rice e
MacCarthy, 1991; Stevenson, 1994).

Segundo Stevenson (1994), a importancia da espectroscopia de IV reside no
fato de, por meio dela, ser possivel: obter informacgdes sobre a natureza e a reatividade dos
grupos funcionais presentes no material analisado; avaliar os efeitos provocados por
modificacdes quimicas, tais como metilagdo e acetilagdo; estabelecer a presenca ou
auséncia de impurezas; assim como caracterizar as interacdes entre os grupos funcionais
presente no material de andlise com os metais e/ou pesticidas (Stevenson, 1994). Além
disso, a aplicacdo da espectroscopia de IV em conjunto com outras técnicas, como a
espectroscopia de RMN, tém sido usadas para identificar os possiveis processos de
oxidacdo e alteracdo de grupos funcionais, associados aos efeitos do processo de extracio
das SH por meio de uma solugao dlcali.

A restricdo quanto a aplicacdo mais abrangente da espectroscopia de IV no

estudo de MO ndo se deve a inadequacdo do método, mas estd relacionada com a
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complexidade do espectro e com o baixo grau de pureza das amostras analisadas. Os

presentes autores concordam com esta afirmacdo e alertam que esses obstdculos podem ser

facilmente contornados, com um estudo mais aprofundado dos espectros e de suas

respectivas interpretacoes.

Tabela 2. Atribuicdes das bandas de absor¢do de IV da MO.

Freqiiéncia (cm’l)

Atribuigoes *

3400 - 3300
2940 - 2840
1725 - 1720
1660 — 1630
1630 — 1600
1600 — 1580
1590 - 1520
1500 — 1400
1400 — 1380
1280 — 1220
1170 — 950

Estiramento axial de O—H de alcoois e/ou de fendis e/ou de acidos

carboxilicos e N-H em ligacdo de hidrogénio intermolecular
Estiramento axial simétrico e assimétrico de C—H aliféticos

Estiramento axial de C=0 de acidos carboxilicos, aldeidos e

cetonas

Estiramento axial de C=0 de amidas (banda de amida I), C=0 de

quinonas e/ou C=0 ligados ao hidrogénio de cetonas conjugadas

Estiramento axial de C=C do anel aromatico, estiramento axial de

C=0 ligados ao H de cetonas fortemente conjugadas
Estiramento axial simétrico de COO ™

Deformag¢do angular de N-H de amidas (banda de amida II) e

estiramento axial de C=N
Estiramento axial de C=C do anel aromatico

Estiramento axial de C—O de OH fendlico e deformacdo angular de
O-H de fendis, deformacgdo angular simétrica e assimétrica de C—

H, estiramento assimétrico de COO™

Estiramento axial de C—O e deformacdo angular de O-H de 4cidos,

estiramento C—O de aril-éteres, ésteres e fenodis

Estiramento axial de C-O de estruturas do tipo polissacarideo,

estiramento axial de Si—O (impurezas do tipo silicato)

* Adaptado de Stevenson, 1994.
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3.1.4. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de >C - RMN “C

A RMN ¢€ uma potente técnica para estimar a quantidade relativa de grupos
organicos funcionais, como estruturas alifaticas, aromadticas, fendlicas e carboxilicas.
Embora o °C corresponda a apenas 1,1% do carbono natural, o fato do nicleo desse
isétopo do carbono provocar um sinal de RMN tem grande importincia para a andlise de
compostos organicos. O principal isétopo do carbono, o 12C, com abundancia natural de
cerca de 90% ndo tem spin magnético, e por isso ndo gera sinais de RMN. Devido ao fato
de o "*C existir naturalmente em porcentagem tdo baixa, os sinais de RMN gerados pelos
seus nucleos ndo poderiam ser visualizados no espectro. Porém, a técnica utilizada nos
aparelhos de RMN C consiste em irradiar um pulso curto e potente de radiofreqii€ncia,
que excita todos os nicleos de BC existentes na amostra. Os dados sdo digitalizados
automaticamente e guardados em computador em uma série de pulsos repetidos, que

acumula os pulsos, construindo os sinais (Skoog, 2002).

No que se refere a MO, o primeiro estudo envolvendo RMN foi reportado por
Barton e Schnitzer (1963) na avaliacdo de um AH metilado. Entretanto, somente nos
ultimos quinze anos o aprimoramento da tecnologia de RMN tornou possivel a sua
utilizacdo mais intensa em estudos sobre SH (Preston, 1996). O desenvolvimento de
magnetos supercondutores com altos campos, a técnica da transformada de Fourier para
aquisi¢do e manipulagdo dos dados, o desacoplamento de alta poténcia, a polarizacdo
cruzada (CP, cross-polarization) e a rotagdo no angulo magico (MAS, magic-angle
spinning), foram fundamentais para a obtencdo de espectros bem resolvidos (Esteves,
1995; Preston, 1996).

A RMN "C tem demonstrado ser uma técnica promissora e de muita
importancia na caracterizacdo da MO, principalmente no que se refere as SH. Atualmente,
a maioria dos trabalhos envolvendo MO tem sido desenvolvido com amostras no estado
solido, devido ao menor tempo requerido para a obtencdo dos espectros sem alterar a
estrutura das amostras e mantendo estas intactas. As vantagens de se utilizar esta técnica
com amostras no estado sélido, com relacfo a utilizacdo de amostras no estado liquido, é
que ndo existe uma concentracdo limite para amostra e conseqiientemente ndo haverd
problemas de solubilidade. Além disso, a amostra em sua forma sélida € mais estavel com

o passar do tempo (Cook e Langford, 1998).
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A técnica RMN °C com utilizagdo de técnicas como CP e MAS pode ser
aplicada a MO, principalmente aos solos, sem a necessidade de se extrair as SH. Entretanto
espectros desse tipo apresentam alargamento das linhas e grande reducdo da relacdo
sinal/ruido, devido a presenca de grande quantidade de {ons paramagnéticos
(especialmente Fe’ e Mn2+) nas amostras intactas (Canellas et al., 2001; Gongalves et al.,
2003; Smernik, 2005). Diversos métodos tém sido desenvolvidos com a finalidade de
aperfeicoar os espectros de RMN BC de solos removendo o material mineral e os
compostos paramagnéticos, entre eles o tratamento com HF diluido tem sido o de maior

destaque (Gongalves et al., 2003; Smernik, 2005; Lorenz et al., 2006).

3.2. PARTE EXPERIMENTAL

3.2.1. Amostragem

As amostras de turfa estudadas foram coletadas na Turfeira Arroio do Silva
localizada no municipio de Balnedrio Arroio do Silva no sul do Estado de Santa Catarina.
Estas foram classificadas de acordo com seu grau de decomposi¢do conforme modelo
proposto por Von Post (1924) e apresentado na Tabela 1, sendo aquela com o maior grau
de decomposicdo (H7) designada como turfa decomposta — TD e a outra contendo um teor
de decomposicdo um pouco menos (H4) do que a anterior como turfa fibrosa — TF. As
amostras foram coletadas com uma pé de aluminio, por raspagem de cerca de 10 cm abaixo

da superficie do solo.

As amostras de solo estudadas foram coletadas em dois diferentes lugares: a
amostra de solo-MI é proveniente de uma érea de cultivo utilizando somente adubo
mineral, situada na cidade de Bonn na Alemanha e a amostra de solo-SO foi coletada no
Horto Florestal da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), localizado na Ilha de
Santa Catarina. As amostras foram coletadas com uma espdatula de teflon, por raspagem de

cerca de 10 cm abaixo da superficie do solo.
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3.2.2. Materiais

3.2.2.1. Reagentes e Solventes

Os reagentes e solventes utilizados foram todos de grau analitico. O 4cido
cloridrico, acido fluoridrico, hidréxido de s6dio e nitrato de prata foram adquiridos da
CARLO ERBA REAGENTI. Os solventes etanol e metanol foram adquiridos da VETEC
QUIMICA LTDA; e o éter etilico e acetonitrila foram adquiridos da VETEC QUIMICA
LTDA. A dgua utilizada neste trabalho foi a destilada e a Milli-Q (o = 18,2 M2 cm™).

3.2.2.2. Resinas

** Resina Amberlite 200

A resina de troca i6nica Amberlite 200 ¢ uma resina macro-reticular de
poliestireno, apresenta-se com grupo funcional do 4cido sulfonico e se encontra 20 % na
forma sddica. Entre as suas principais aplicacdes estdo a remocdo de metais pesados e
descalcificacdo do sangue (Catdlogo Supelco, 2003/2004).

Foi adquirida da SUPELCO e previamente purificada para a remogdo das
impurezas, segundo a seguinte metodologia proposta por Collins et al (1971): a resina foi
mantida sob agitacdo em solu¢do de HCI 2,125 mol L™ durante 1 hora, o 4cido é removido
por sifonacdo e a resina € limpa com 4gua destilada até teste de cloretos com AgNO; ser

negativo.

¢ Resina Supelite XAD-8

A resina Supelite XAD-8 € uma resina hidrofébica, macroporosa contendo um
éster de metil metacrilato a qual concentra a MO. A resina foi adquirida da SUPELCO e
previamente purificada, segundo a metodologia proposta por Thurman e Malcolm (1981),

descrita abaixo:
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A resina foi lavada com NaOH 0,113 mol L' diversas vezes para eliminar
parte do material que se forma pela estocagem da mesma. A seguir, a resina foi lavada
seqiiencialmente, por periodos de 6 horas para cada solvente, com metanol, éter etilico,
acetonitrila e metanol, num extrator Soxhlet e posteriormente lavada com dgua destilada

para eliminar o metanol remanescente.

3.3. EXTRACAO E PURIFICACAO DAS SUBSTANCIAS HUMICAS

O fluxograma abaixo (Figura 10) mostra, de maneira simplificada, as etapas
envolvidas no processo de extracdo e purificagdo das SH deste trabalho, segundo a

metodologia adaptada por Giovanela (2003).

Inicialmente, a amostra é lavada com 1 L de solucdo de HCI 0,145 mol Lt
durante 1 hora, sob agitacdo mecanica constante, de forma a eliminar os materiais minerais
presentes. A suspensdo permanece em repouso durante 24 horas e a 4°C, até a completa
deposicdo da parte s6lida. O sobrenadante 4cido € retirado inicialmente por sifonagdo e, em

seguida, por centrifugacdo a 10000 rpm.

A segunda etapa do método de extragc@o consiste na lavagem do sedimento com
1 L de NaOH 0,113 mol L™ durante 4 horas. Esta operacdo € efetuada sob atmosfera inerte
de N; e com agitagdo mecanica constante. O conjunto € entio deixado em repouso por 24
horas e a 4°C. O sobrenadante alcalino é separado do sedimento inicialmente por sifonacio

e, em seguida, por centrifuga¢do a 10000 rpm.

O extrato alcalino é finalmente acidificado com solugdo de HCI 6,034 mol L™
até pH 1,203. Neste exato momento, ocorre a separacdo das duas fracdes, devido as
diferengas de solubilidade neste meio — os AF permanecem em solu¢do, a medida que os

AH vao precipitando e se depositando no fundo do recipiente.

O conjunto é deixado novamente em repouso por 24 horas e a 4°C. Em
seguida, os AF s@o separados dos AH inicialmente por sifonagdo e, em seguida, por

centrifugacdo a 10000 rpm.
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3.3.1. Purificaciio do Acido Himico

Os precipitados de AH sdo lavados inicialmente com uma solucdo de
HCI 0,141 mol L™ / HF 0,324 mol L' por um periodo de 12 horas e com leve agitagdo.
Esta etapa tem por objetivo a solubilizacdo de materiais de origem inorganica (sobretudo

silicatos) que podem ainda estar adsorvidos nos AH.

A suspensio é, em seguida, congelada com o intuito de se diminuir ainda mais
a solubilidade dos mesmos. Apds o degelo, o sobrenadante dcido € removido inicialmente
por sifonag@o e, em seguida, por centrifugacdo a 10000 rpm. Este procedimento € repetido

por mais duas vezes, pois diminui consideravelmente o teor de cinzas das fracdes de AH.

Numa segunda etapa, os AH sio filtrados e lavados sob viacuo com dgua Milli-
Q a 4°C. O filtrado é monitorado, entre uma lavagem e outra, com uma solu¢do de AgNOs3
0,142 mol L. Esta operagdo é conduzida até que ndo se perceba mais a formagio de AgCl

no mesmao.

Os AH sao finalmente solubilizados em uma solu¢dao de NaOH 0,113 mol L'e
eluidos vérias vezes por meio de uma coluna empacotada com resina Amberlite IRA 200,
previamente purificada. O eluato € entdo concentrado, por meio da remogao do excesso de

dgua, em um rotaevaporador a 40°C, sendo em seguida, congelado e liofilizado.

3.3.2. Purificaciio do Acido Filvico

O sobrenadante contendo os AF ¢é eluido por meio de uma coluna empacotada
com resina Supelite XAD-8, previamente purificada e acidificada com uma solu¢do de HCl
0,145 mol L. Apés a adsor¢io do material, a coluna é lavada diversas vezes com dgua
Milli-Q a 4°C para eliminar os sais que se formaram durante a etapa de separacdo das duas

fragdes.

Em seguida, a coluna € eluida com uma solucdo de NaOH 0,113 mol L'eo
eluato € passado vdrias vezes por meio de uma coluna empacotada com resina Amberlite

2

IRA 200 previamente purificada, de maneira andloga aos AH. O eluato é entdo
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concentrado, por meio da remocdo do excesso de dgua, em um rotaevaporador a 40°C,

sendo em seguida, congelado e liofilizado.

SEDIMENTO

lavagem com HCI 0,1 mol 1.7

i '

Sobrenadante Acido

(descartado)
extragio com NaOH 0,1 mol 1.7

Residuo Solido

Substancias Hamicas

(sobrenadante alcalino)

l

Residuo Solido

(descartado)

precipitagio com HCI 6,0 mol 1.7

i

A cidos Humicos

(precipitado)

1. lavagenm com HCI/HF
2. lavagem com dgna desionizada

3. ressolubilizacdo em1 NaOH 0,1 mol 1.7
\

Resina Amberlite 200 I

1. congelamento com IN,

2. liofilizacao
y
A cidos Himicos

(andlises)

i

Acidos Falvicos

(fracdo soliivel)

i

Resina XAD -8

(pré-concentragdo)

\

Resina Amberlite 200 I

1. congelamento com IN,

2. liofilizacdo

\
A cidos Filvicos

(andlises)

Figura 10. Representacio esquemadtica das etapas envolvidas no processo de extragdo e

purificacdo das SH.
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3.4. CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

3.4.1. Analise Termogravimétrica — TG

Os termogramas foram registrados em um analisador termogravimétrico
modelo TGA-50 da SHIMADZU acoplado a um computador por meio de uma interface
modelo TA-50WSI da SHIMADZU, do Departamento de Quimica da Universidade de
Aveiro (UA). A amostra seca (~ 2 mg para os dcidos fulvicos — AF; ~ 5 mg para os dcidos
hiimicos — AH e demais amostras) foi analisada sob atmosfera inerte de Ar com fluxo de
20 mL min”, utilizando-se um porta-amostra de platina que foi aquecido de 25 a 750°C,
com uma taxa de aquecimento de 10°C min™". Um branco foi realizado, apds a andlise de 6

amostras, empregando o mesmo programa de temperatura utilizado para as amostras.

O programa de temperatura utilizado em todas as TG € apresentado na Tabela
3. A utilizag@o de rampas de aquecimento a 60°C e 100°C com dura¢do de uma hora cada,
tem como objetivo a determinacdo da umidade. Para a determinagdo do teor de cinzas das

amostras utlizou-se uma rampa de aquecimento a 750°C com duragdo de 30 minutos.

Tabela 3. Programa de temperatura® utilizado na TG.

Rampa de aquecimento  Temperatura das rampas Tempo de espera das rampas

(°C min™) de aquecimento (°C) de aquecimento (min)
10,0 - -
0,0 60 60
10,0 - -
0,0 100 60
10,0 - .
0,0 750 30

* Esteves, 1995.
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3.4.2. Analise elementar

Os percentuais de C, H, N e S das amostras de turfas e solos, assim como das
suas amostras de AF e AH foram medidos em um Analisador Elementar LECO modelo

CHNS-932, do Departamento de Quimica da UA.

O percentual de O foi obtido por diferenga, apds a corre¢do dos percentuais de
C, H, N e S com relagdo ao teor de cinzas, de acordo com a seguinte expressio:

%0=100% - (% C+%H+%N+%S).

3.4.3. Espectroscopia de Infravermelho — IV

Os espectros de IV foram registrados em um espectrofotdmetro de IV/ATR
BRUCKER IFS-55 com um golden gate SPEAC, do Departamento de Bioquimica da UA.
Os espectros foram registrados com uma resolu¢io nominal de 4 cm™ dentro da faixa

espectral compreendida entre 4000 e 400 cm™, utilizando cerca de 50 mg de amostra.

3.4.4. Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear de Carbono-13 — RMN B¢

Os espectros de RMN de 3C no estado sélido das amostras de turfas e solos e
também das fracdes de AF e de AH foram obtidos em um espectrdmetro de RMN da
BRUCKER AMX 500 MHz modelo Avence a 125,75 MHz, utilizando amostras cerca de
100 mg de amostra (turfa, solo ou SH) no estado sélido num rotor de 4 mm. O tempo de
contato foi de 1 ms, o tempo de repeticdo de 5 s, a rotagdo da amostra segundo o angulo

magico a freqiiéncia de 7 kHz, e a durag@o do impulso de 90° aplicado aos prétons de 4 ps.

Esta andlise foi realizada Departamento de Quimica da UA. As técnicas de CP

e MAS foram utilizadas em todas as seqii€ncias, resultando espectros mais bem resolvidos.
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Cada espectro contém cerca de 20000 transientes. Os deslocamentos quimicos foram

expressos em ppm relativos a glicina (referéncia externa).

Anteriormente a obten¢do dos espectros de RMN de 13C, as amostras de turfa
(TD e TF) e de solos (MI e SO) foram purificadas usando o procedimento de Skjemstad et
al. (1994) de modo a isolar da MO os compostos paramagnéticos nas andlises de RMN de
BC. Este procedimento consiste de sete sucessivos tratamentos com HF 2%. Cada
tratamento envolve a agitacdo de cerca de 5 g de amostra em 50 mL de dcido por periodos
de 1 hora (cinco vezes), 16 horas (uma vez) e 64 horas (uma vez). Entre os tratamentos, as
amostras foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e substituido pela solugdo de
dcido. No final do tratamento, o residuo sélido foi lavado com &4gua e congelado para

liofilizagdo.

3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1. Analise Termogravimétrica — TG

As Figuras 11 a 22 apresentam tipicos graficos termogravimétricos para as
amostras estudadas, incluindo o programa de temperatura, curvas termogravimétricas € a
primeira derivada das TG. A DTG das curvas mostra a porcentagem de perdas de massa
em funcdo da temperatura, com curvas que representam os principais picos de perda
maxima de energia necessdria ao rompimento das ligacdes das diferentes estruturas

orginicas presentes.
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DITGA
TGA mgfmin  Temp
mg x103 ¢
. Turfa decomposta - TD jpoc.00
STt — e — T S — —— — e — — e 0.00
600.00
4.00
2.00
1400.00
2.00
4.00
200.00
0.00 6.00 0.00
0.00 I ‘ ‘ 200.00 ‘ Tgmpln (ruin) ‘ 400.00 ‘ ‘ I 600.00
Figura 11. Curvas do: (——) programa de temperatura, (———) termograma e ("~ ")
DTG, da amostra TD.
DrTGA
TGA mg/min Temp
my x103 ¢
=y Tufa fibrosa - TF 00.00
2.50
600.00
0.50
4.00]
1400.00
1.50
2.00|
200.00
3.50
0.00] 0.00
1 1 1 1 1 L L L 1 L 1 1 1
0.00 200.00 400.00 600.00
Tempo (min}
Figura 12. Curvas do: (——) programa de temperatura, (———) termograma e (~""")

DTG, da amostra TF.
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DITGA
e mgfmin Temp
i x1073 ¢
o Solo mineral - MT @00.00
2.00
600.00
13.00 0.00 400.00
200.00
2.00
12.00 .
0.00 ‘ ‘ ‘ 200.00 I I I 400.00 I ‘ ‘ 600.00 ‘ '
Tempo (min)
Figura 13. Curvas do: (——) programa de temperatura, (———) termograma e (=" 7")
DTG, da amostra MI.
DITGA
T mg/min Temp
- <103 ¢
. Solo horto - SO i800.00
2.00
600.00
6.00 0.00 400.00
i200.00
2.00
5.00 0.00
L i . s f ) ) ‘ ‘ ‘ . . , I ‘
0.00 200.00 Terpo (in) 400.00 600.00
Figura 14. Curvas do: (——) programa de temperatura, (———) termograma e ("=~ 7")

DTG, da amostra SO.
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DITGA
TGA mgimin - Temp
mg X103 ¢
3.00 ARTD 800.00
2.00
600.00
2.00
0.00 400.00
1.00
200.00
r2.00
0.00 0.00
0.00 ‘ ‘ ‘ 200.00 I I I 400.00 I ‘ ‘ 600.00 ‘ I
Tempo (min)
Figura 15. Curvas do: (——) programa de temperatura, (———) termograma e (~"7)
DTG, da amostra AF-TD.
DITGA
TGA mg/min - Temp
mg x103 ¢
3.00 AFRTF 1800.00
2.00
600.00
2.00
0.00 400.00
1.00
200.00
2.00
0.00 0.00
L L L L L L L L 1 L L L L
0.00 200.00 . 400.00 600.00
Tempo (min)
Figura 16. Curvas do: (——) programa de temperatura, (———) termograma e ("~ 7")

DTG, da amostra AF-TF.
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DrTGA
TGA mg/min  Temp
mg x103 ¢
3.00 AF-MI 14.00 1800.00
600.00
i2.00
2.00
1400.00
0.00
1.00
200.00
2.00
0.00 0.00
0.00 200.00 Tempo (mix) 400.00 600.00
Figura 17. Curvas do: (——) programa de temperatura, (———) termograma e ("~ 7°)
DTG, da amostra AF-MI.
DrTGA
TGA mg/min  Temp
mg X103 ¢
3.00| AF-SO 1600.00
i2.00
600.00
2.00|
e e oo e 0.00  {400.00
1.00]
200.00
2.00
0.00| 0.00
0.00 I I I 200.00 ‘ ‘ ‘ 400.00 ‘ I I 600.00 I ‘
Tempo (min)
Figura 18. Curvas do: (——) programa de temperatura, (———) termograma e ("~"7")

DTG, da amostra AF-SO.
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DITGA
TGA mgimin  Temp
mg X102 ¢
6.00 AH-TD 1.00 800.00
0.50 600.00
4.00
+0.00 400.00
2.00
~0.50 200.00
0.00) T T T T Tt T T T T T T T tioo  {o.oo
L L L L L L L L L L L L L L L 1 L L L L L L L L L 1
0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00
Tempo (min)
Figura 19. Curvas do: (——) programa de temperatura, (———) termograma e (~""")
DTG, da amostra AH-TD.
DITGA
TGA mg/min  Temp
mg =103 ¢©
6.00 AHTF 1800.00
2.50
600.00
0.50
4.00
1400.00
1.50
2.00
200.00
+3.50
0.00 0.00
0.00 200.00 Tempo (uin) 400.00 600.00
Figura 20. Curvas do: (——) programa de temperatura, (———) termograma e ("~ 7")

DTG, da amostra AH-TF.
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DrTGA
TGA mgfmin  Temp
mg X102 C
5.00 AH-MI f1.00  {800.00
4.00 +0.00
600.00
3.00 +1.00
400.00
2.00 2.00
200.00
1.00 +3.00
0.00 +4.00 0.00
0.00 ‘ ‘ ‘ 200.00 I I I 400.00 I ‘ ‘ 600.00 ‘ I
Tempo (min)
Figura 21. Curvas do: (——) programa de temperatura, (———) termograma e (~""")
DTG, da amostra AH-MI.
DITGA
TGA mg/min - Temp
mg 103 ¢
3.00) AHLSO 800.00
2.00
600.00
2.00] 0.00
400.00
=2.00
1.00]
1200.00
+4.00
0.00| +6.00 0.00
0.00 I I I 200.00 ‘ ‘ ‘ 400.00 ‘ I ‘ 600.00 ‘ ‘
Tempo (min)
Figura 22. Curvas do: (——) programa de temperatura, (———) termograma e (="~ )

DTG, da amostra AH-SO.
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De maneira geral, podem ser observados de dois a trés picos nos termogramas
das amostras estudadas (Figuras 11 a 22) correspondentes as perdas de massa, no intervalo
de temperatura estudada (25-750°C). Em todas as amostras, a primeira perda de massa
progressiva até cerca de 130°C € proveniente principalmente as rea¢des de desidrata¢do
(Esteves, 1995; Esteves e Duarte, 1999). Entre 130-600°C sdo verificadas etapas de perdas
de massa atribuidas a decomposi¢do térmica da parte orgédnica das amostras. No intervalo
de 280-350°C, ocorre a eliminagdo e decomposi¢do de compostos alifaticos (incluindo a
celulose) e de grupos funcionais (descarboxilagdo) (Schnitzer e Hoffman, 1964 e 1965).
Além destes, alguns grupos fendlicos sdo eliminados a temperaturas abaixo de 350°C
(Schnitzer e Hoffman, 1964). Entre 400-500°C a perda de massa € correspondente a
decomposi¢do térmica dos grupos aromaticos (Schnitzer e Hoffman, 1964 e 1965). Para
temperaturas acima de 400°C, ainda tem sido demonstrado que algumas estruturas
alifaticas, notadamente os hidrocarbonetos de cadeias longas e compostos de nitrogénio,
também contribuem para algumas das reacdes térmicas (Leinweber et al., 1992). Para as
amostras de solos, a perda de massa acima de 600°C é devida a decomposi¢do dos
carbonatos minerais (loselis et al., 1985; Campanella et al., 1990; Leinweber et al., 1992;

Stevenson, 1994).

A Tabela 4 apresenta as perdas de massa das amostras estudadas
correspondentes aos principais picos mostrados na DTG. As perdas de massa ocorridas no
intervalo de 280 a 350°C sdo, em geral, menores para as amostras de AH (23% a 37%),
seguido das amostras de AF (26% a 52%) e de MO (38% a 70%). Por outro lado, as perdas
de massa ocorridas entre 400-500°C, atribuidas a dissocia¢do de estruturas aromdticas e
sistemas polinucleares, foram maiores para as amostras de AH do que para as amostras de
AF e de MO. Algumas amostras ainda apresentaram mais um pico em temperaturas
superiores (500-600°C), correspondentes aos grupos aromdticos mais fortemente ligados as
amostras. Para este intervalo de perda de massa as amostras de AH e AF foram muito
semelhantes entre si, com valores de 54% a 75% e de 60% a 74%, respectivamente. As
amostras de turfas e solos apresentaram uma pequena porcentagem neste intervalo de
temperatura (3% a 7%). Para a amostra de solo MI um pico correspondente a perda de
massa em temperaturas mais baixas (166°C) é evidenciado (dado ndo apresentado na
Tabela 4). Esta perda de massa indica a existéncia de algum composto menos termo-

resistente nesta amostra.
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Tabela 4. Perdas de massa das amostras estudadas obtidas por meio da TG.

Amostras® Pico 1 Pico 2 Pico 3
(%) (°C) (%) (°C) (%) (°C)
AMOSTRAS
TD 38 322 55 418 7 557
TF 40 322 60 403 nd® nd®
MI° 47¢ 280 40¢ 466 nd® nd®
SO 709 325 274 476 34 613
ACIDOS FULVICOS
AF-TD 40 353 nd® nd® 60 506
AF-TF 26 354 nd® nd® 74 515
AF-MI 52 326 48 438 nd® nd®
AF-SO 47 328 53 480 nd® nd®
ACIDOS HUMICOS
AH-TD 25 208 nd® nd® 75 497
AH-TF 23 316 23 407 54 502
AH-MI 37 310 63 439 nd® nd®
AH-SO 36 288 64 396 nd® nd®

* Abreviagdes: TD = turfa descomposta, TF = turfa fibrosa, MI = solo mineral, SO = solo horto; ® ndo
detectado; © para esta amostra um pico com 13% a temperatura de 166 °C é demonstrado; ¢ valores
determinados considerando os valores de C total.

Observando-se os resultados de TG (Figuras 11 a 22 e Tabela 4) pdde-se
constatar a existéncia de um comportamento térmico diferente para cada grupo de amostra
estudada. As diferengas nas curvas de decomposi¢do térmica sdo provavelmente devido
aos diferentes graus de humificacdo de cada amostra (Ioselis et al, 1985). De maneira

geral, os AH sdo os compostos mais termo-resistentes, apresentando os maiores valores de
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perda de massa (63% a 75%) em temperaturas acima de 350°C. Os AF sdo ligeiramente
menos termo-resistentes do que os AH, tendo valores de perda de massa entre 48% a 74%.
Ao contrdrio, as amostras de turfas e solos sdo menos termo-resistentes, apresentando os

maiores valores de perda de massa em temperaturas inferiores a 350°C.

3.5.2. Analise Elementar

A Tabela 5 apresenta os dados referentes a andlise elementar, as razdes
atdbmicas (C/H e C/N) e ao teor de cinzas das amostras estudadas. Os resultados foram
corrigidos considerando a quantidade de umidade (determinada apds a secagem das
amostras até massa constante a 60°C na TG) e pelo teor de cinzas residuais (determinada
ap6s queima da amostra a 750°C na TG). Os valores aqui encontrados variam de uma
amostra para outra e estdo dentro da faixa esperada, correlacionando-se bem com os dados
normalmente apresentados na literatura (Rashid, 1985; Rice e MacCarthy, 1991;
Stevenson, 1994). Para as amostras de turfa, a TF que contém um menor grau de
humifica¢do (H4) apresentou maiores percentuais de C e H enquanto que a amostra TD
(H7) apresenta maior concentracdo de N. A amostra de solo SO apresentou uma
concentragdo de C relativamente baixa quando comparada com as demais amostras
estudadas. Por outro lado, esta amostra apresenta elevadas concentracdes de N, ficando
estes resultados de acordo com seu elevado teor de cinzas (86%). Os AF apresentam
menores concentracdes de C, H e N do que os AH. Essa tendéncia é esperada,
considerando-se que os AF sdo compostos com moléculas de massa molecular
aparentemente mais baixa do que os AH e com maior conteido de grupos funcionais

oxigenados (mais ricos em O).
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Tabela 5. Analise elementar e razoes atdbmicas molares das amostras estudadas.

Amostras® C (%) H(%) N (%) S(%) O(%) CMH" C/N° Cinzas (%)

AMOSTRA
TD 55,79 5,69 2,74 nd¢ 35,78 0,82 23,75 9,35
TF 56,98 6,41 1,43 nd¢ 35,18 0,74 46,48 6,82
MI nde® nde® nde® nde® nde® nde® nde° 93,00
SO 31,94 nde® 3,65 0,23 nde® nde® 10,21 86,34
ACIDOS FULVICOS
AF-TD 47,28 4,70 1,38 0,99 45,65 0,84 39,97 0,49
AF-TF 50,76 3,99 1,41 0,45 43,39 1,06 42,00 nd*
AF-MI 43,20 4,71 4,30 0,96 46,83 0,76 11,72 5,50
AF-SO 48,32 4,67 2,55 0,52 43,94 0,86 22,10 1,89
ACIDOS HUMICOS
AH-TD 53,48 4,67 2,42 0,88 38,55 0,95 25,78 1,04
AH-TF 55,51 5,11 2,31 0,43 36,62 0,90 28,03 2,10
AH-MI 44,20 4,72 4,90 0,74 45,44 0,78 10,52 7,50

AH-SO 49,10 5,11 4,11 0,67 41,01 0,80 13,94 10,56

* Abreviagdes tem o mesmo significado que na Tabela 4; "CH = [%C/12,01]/[%H/1,00]; C/N =

[%C/12,01)/[%N/14,01]; © Teor de cinzas calculado por meio da TG; 4 ndo detectado; ¢ ndo determinado.

Comparando-se as diferentes amostras estudadas (Tabela §), os dados das
razdes C/H e C/N mostraram tendéncias que estdo de acordo com o esperado. A relacio
C/H para as amostras de turfas (TD e TF) é semelhante, mas pode-se observar um valor
ligeiramente maior para a TD, sugerindo um maior grau de insaturagdes para esta amostra.
De fato, um carater mais aromético para a amostra TD seria consistente com um estado

mais avancado de decomposicdo. A TF, por outro lado, apresenta uma estrutura mais
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saturada, por ser um material mais recente. A relacdo C/N para a TF é consideravelmente
maior do que para a amostra TD. O enriquecimento em N na turfa TD deve estar
provavelmente relacionado com uma maior incidéncia de bactérias neste estigio de
decomposi¢@o. Para a amostra de solo SO o valor C/N foi relativamente baixo quando
comparado com as demais amostras. Os dados de C/H e C/N das amostras de SH de solos
foram menores do que paras as amostras de SH de turfas, indicando uma menor proporc¢ao
de estruturas condensadas nas SH de solos. Este resultado confirma o esperado, uma vez

que as turfas sdo bem mais humificadas do que as amostras de solos.

3.5.3. Espectroscopia de Infravermelho — IV

As Figuras 23 a 26 mostram os espectros de IV das amostras TD, TF, MI, SO
e de seus respectivos AH e AF. Os grupos funcionais que sdo sensiveis a irradiagdo IV —
hidroxilas fendlicas e alcodlicas, carboxilas e carbonilas alifaticas e aromaticas, C-H
alifatico, e amidas — estdo presentes em todas as amostras, independentemente da sua
origem. Entretanto, as quantidades relativas destes grupos podem diferenciar de uma
amostra para outra e também podem ser dependentes dos processos de extracdo e

purificacdo que foram usados.

Com excecdo das amostras de solo (MI e SO), todos os espectros sdo
caracterizados por um numero similar de bandas de absorcdo (Tabela 2), exibindo
intensidades relativas varidveis, tipicas de materiais como SH (Stevenson, 1994), por
exemplo: (1) uma banda larga por volta de 3400 cm™, geralmente atribuida ao estiramento
O-H de ligacdes de hidrogénio em O-H de élcoois e/ou de fendis e/ou de &dcidos
carboxilicos, além de liga¢des de hidrogénio em N-H; (2) uma ou duas bandas em torno de
2940 e 2840 cm™, devido ao estiramento assimétrico de C-H aliféticos; (3) uma banda em
aproximadamente 1720 cm™, tipicamente associada ao estiramento de C=0O de grupos
funcionais carbonilas, particularmente aldeidos, cetonas e acidos carboxilicos; (4) uma
banda de absorcdo entre 1630-1600 cm’l, relacionada as vibragdes C=C de aromdticos; (5)
uma banda discreta em 1520 cm™, possivelmente designada as vibracdes de esqueleto

aromatico para sistemas de C=N conjugados e grupos amino; (6) duas bandas em torno de
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1400 e 1380 cm'l, tipicamente atribuida a deformagdo O-H de fendlicos; (7) uma banda
larga por volta de 1280-1220 cm™, provavelmente devido ao estiramento C-O de ésteres
e/ou carboxilas; (8) uma banda intensa em 1170-950 cm'l, referente ao estiramento C-O de

estruturas de polissacarideos e impurezas (Stevenson, 1994; Cocozza et al., 2003).

Nos espectros das duas amostras de turfas, algumas diferencas sdo observadas.
Por exemplo, as bandas de absorcdo que aparecem na regido compreendida entre 2940 e
2840 cm’! (banda 2), referentes ao estiramento C-H, sdo bem mais definidas e intensas na
amostras TF e sugerem uma maior alifaticidade para esta amostra com relagdo a amostra
TD. Esta mesma tendéncia foi anteriormente evidenciada pela TG e andlise elementar.
Uma segunda caracteristica bastante interessante, diz respeito as bandas de absorgdo
situadas entre 1720 e 1600 cm™ (bandas 3 e 4): a banda referente ao estiramento C=0 de
acidos, aldeidos e cetonas (em torno de 1720 cm'l, banda 3) € mais intensa no espectro da
amostra TD do que no da TF. Outra diferenca é aquela observada para valores de nimero
de onda em torno de 1280 cm™ (banda 7). Para a amostra TD, esta banda que € atribuida
ao estiramento de C-O de aril-éteres, ésteres e fendis, € mais intensa e estd melhor
definida do que para a amostra TF. Para as amostras de solos (MI e SO), a regido
compreendida entre 4000 e 1250 cm™ nenhum sinal de absorcdo no IV € evidenciado
devido o alto teor de cinzas para estas amostras (MI = 93% e SO = 86%). Outra vez,
devido ao alto teor de cinzas, na regido de abaixo de 1250 cm™, uma banda intensa em

torno de 1050 cm™, sugere a presenca de impurezas do tipo silicato.

Comparando-se os espectros das amostras de AH e de AF de mesma amostra,
algumas diferencas sdo observadas. Primeiro, a banda relativa a carbono aliftico
(aproximadamente 2920 cm™, banda 2) é mais evidente nos espectros dos AH do que nos
AF. Além disso, a banda de absor¢do referente ao estiramento C=0 da carboxila (préximo
de 1718 cm ', banda 3) é mais intensa nos espectros de AF do que nos espectros de AH,
devido ao maior teor de grupos carboxilicos nos AF. Para as amostras de AH, por outro
lado, é a banda 4 (por volta de 1640 cm ) que € a mais evidenciada. Diferencas entre AH
e AF podem também ser observadas para valores de nimeros de onda cerca de 1280 cm’
(banda 7). Esta banda, referente ao estiramento C-O de aril-éteres, ésteres e fendis, é mais
intensa para os AF do que para os AH. Este resultado é esperado, uma vez que os AF
devem conter um teor de grupamentos funcionais oxigenados mais elevados quando

comparados com as demais amostras estudadas.
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Figura 23. Espectros de IV das amostras de: (—) TD, (—) AH-TD e (—) AF-TD.
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Figura 24. Espectros de IV das amostras de: (—) TF, (—) AH-TF e (—) AF-TF.
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Figura 25. Espectros de IV das amostras de: (—) MI, (—) AH-MI e (—) AF-ML
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Figura 26. Espectros de IV das amostras de: (—) SO, (—) AH-SO e (—) AF-SO.
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Um comportamento bastante interessante é observado para a banda relativa ao
estiramento C-O de polissacarideos (1080 cm™, banda 8) para as amostras de SH. Em
geral, esta banda é mais intensa para as amostras de AH do que para as amostras de AF.
Esta diferenga pode ser proveniente dos diferentes processos de extracdo e purificacio que
sdo realizados para a obtencdo das SH (Aiken, 1988). Uma vez que os AH ndo foram
purificados como os AF (os AF foram eluidos por meio da resina XAD-8), a banda
referente ao estiramento de polissacarideos aparece mais intensa do que para os AF.
Finalmente, resultados como esses demonstram que mesmo que o processo de extracdo
das SH possa modificar o material resultando em amostras com caracteristicas diferentes
das amostras de origem, as razdes atdmicas assim como as propriedades espectrais de IV

ainda assim podem ser usadas para caracterizar amostras de MO como as SH.

3.5.4. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 - RMN *C

Os espectros de CP/MAS-RMN BC das amostras estudadas estdo
representados nas Figuras 27 a 30. De um modo geral, os espectros apresentaram
caracteristicas similares apresentando bandas que podem ser associadas a diversos grupos
funcionais alifaticos (CH, C-N, O-CHas, polissacarideos) e aromaticos (CH e fendlicos). Os
picos observados tém sido freqiientemente relatados por outros pesquisadores que utilizam
RMN de "C no estudo e caracterizacdo de solos e SH (Esteves, 1995; Canellas et al.,
2001; Dignac et al., 2002; Sierra et al., 2005). A intensidade relativa destes picos,
entretanto, varia de uma amostra para outra. Como citado anteriormente, fatores como
vegetacdo, clima e tipo de ambiente influenciam diretamente no processo de humificacgio,
determinando as caracteristicas quimicas e estruturais das SH originadas. Além disso, os
diferentes processos que ocorrem durante a extracdo e purificacdo das SH podem levar a
modificacdes do material de origem e/ou a inclusdo de contaminantes provenientes das
resinas de purificacdo com a extragdo (Aiken, 1988). As atribuicdes das possiveis regides
de bandas melhor definidas nos espectros de CP/MAS-RMN '°C das amostras estudadas

estdo demonstradas na Tabela 6.
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Tabela 6. Atribuicdes das possiveis regides de bandas bem definidas nos espectros de

CP/MAS-RMN "*C das amostras estudadas.

Regiao Desvio Quimico (ppm) Possiveis Atribuicdes *
Deslocamento quimico de carbonos alifaticos
R, 0-45 - L
saturados nao substituidos (alcanos)
Deslocamento quimico de carbonos alifaticos
R> 45-90 ligados a O ou N por ligacdes simples
(polissacarideos)
Deslocamento quimico de carbonos anoméricos
R; 90-110 ligados a dois dtomos de O por ligacdes simples
(polissacarideos)
R4 110-160 Deslocamento quimico de carbonos aromaticos
Deslocamento quimico de carbonos
Rs 160-190 carbonilicos de acido carboxilico, éster € amida
(lipidios e proteinas)
R 190-220 Deslocamento quimico de carbonos

carbonilicos de aldeidos e cetonas

* Adaptado de Dignac et al., 2002.

Figura 27. Espectros de CP/MAS-RMN C das amostras de TD-HF, AH-TD e AF-TD.
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Figura 28. Espectros de CP/MAS-RMN "°C das amostras de TE-HF, AH-TF e AF-TF.
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Figura 29. Espectros de CP/MAS-RMN "°C das amostras de MI-HF, AH-MI e AF-MI.
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Figura 30. Espectros de CP/MAS-RMN 1C das amostras de SO-HF, AH-SO AF-SO.

Na primeira regido (R; = 0-45 ppm), atribuida a ressonancia de carbonos
alifaticos saturados ndo substituidos, observa-se um pico em aproximadamente 32 ppm
para todas as amostras estudadas. Para a amostra TD-HF um pico em 16 ppm também ¢
observado. Para os solos e seus respectivos AH, os resultados foram semelhantes sé que,
neste caso, os espectros destas amostras apresentaram mais ruidos devido a interferéncia
dos compostos paramagnéticos nas andlises (Canellas et al., 2001; Gongalves et al., 2003;
Smernik, 2005). As Figuras 31 a 34 ¢ a Tabela 7 mostram a relacdo entre as areas
relativas das diferentes classes de compostos de amostras estudadas. Pode-se observar que,
para todas as amostras, a drea relativa aos carbonos alifiticos é maior que todas as outras,
evidenciando mais uma vez, o alto grau de alifaticidade da MO natural. Com exceg¢do do
grupo da amostra MI, a 4rea relativa aos carbonos alifiticos nos espectros das amostras de
SH €, em geral, maior do que suas respectivas amostras de origem, sendo este efeito,
provavelmente, uma conseqiiéncia do processo de extracdo e purificacdo que seleciona

uma categoria especifica de compostos.
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Figura 31. Areas relativas para as amostras de TD-HF, AH-TD e AF-TD.
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Figura 32. Areas relativas para as amostras de TF-HF, AH-TF e AF-TF.
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Figura 33. Areas relativas para as amostras de MI-HF, AH-MI e AF-ML.
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Figura 34. Areas relativas para as amostras de SO-HF, AH-SO e AF-SO.
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Tabela 7. Areas integradas das principais regides dos espectros de CP/MAS-RMN "°C.

R, R, R; R, Rs R¢
Amostras 0-45 4590  90-110  110-160  160-190  190-220
ppm ppm ppm ppm ppm ppm
AMOSTRA
D 29.63 37.28 8.27 14,64 747 2.64
TF 32.29 34.78 8.62 15.43 6.65 2.35
MI 41,92 25.69 774 19.52 5.18 nd®
SO 3433 24,61 10,17 18.26 8.78 3.89
ACIDOS FULVICOS
AF-TD 34.16 25.85 6.27 15.54 15.90 2.25
AF-TF 39,95 2945 5.32 13.10 12,22 nd®
AF-MI 37.62 33,07 5.85 11,96 10,30 127
AF-SO 38,05 2222 775 16,25 12.66 3.12
ACIDOS HUMICOS
AH-TD 32.46 27.62 731 18.50 11,62 3.43
AH-TF 35,64 27.16 6.97 17.37 10,50 2.46
AH-MI 41,19 20,09 6.77 16,97 12,08 2.84
AH-SO 48.60 23.64 6.13 11.15 10,48 nd®

* Abreviacdes tem o mesmo significado que na Tabela 4; ° ndo detectado.

A segunda regido dos espectros (R, = 45-90 ppm) ¢ caracterizada pela
incidéncia de um pico bem definido em torno de 71 ppm para todas as amostras estudadas.
Este pico tem correlagdo direta com a incidéncia de C em anéis de polissacarideos
(Malcolm, 1989; Dignac et al., 2002). Os percentuais relativos a esta regido do espectro
sdo, em geral, maiores para as amostras de solos e turfas do que para seus respectivos AH e
AF (Figuras 31 a 34 e Tabela 7). Estes resultados sugerem o mesmo indicio anteriormente
evidenciado pela IV, ou seja, as diferentes classes de amostras estudadas sdo relativamente
mais ricas em estruturas do tipo polissacarideos, mesmo ap6s o tratamento com o acido

fluoridrico. Estes resultados indicam que as amostras de solos e turfas estudadas sdo

53



CAPITULO 111

majoritariamente constituidos por estruturas com uma grande incidéncia de C alquilicos

substituidos por O (polissacarideos).

A regido compreendida entre 90-110 ppm (R3) apresenta um pico
relativamente definido em torno de 102 ppm (Figuras 27 a 30). Este pico tem sido
associado a incidéncia de C anoméricos em polissacarideos (Malcolm, 1989; Dignac et al.,
2002). Por meio dos resultados apresentados nas Figuras 31 a 34 e pela Tabela 7
puderam-se observar, mais uma vez, um maior teor de polissacarideos para as amostras de

solos e turfas do que para suas respectivas SH.

Na quarta regido dos espectros (R4 = 110-160 ppm) é possivel observar trés
picos localizados em torno de 117, 129 e 150 ppm, respectivamente. Estes picos tém sido
geralmente associados ao deslocamento quimico de carbonos aromadticos. Além disso, o
pico localizado em 150 ppm € indicativo de C ligados a OH fendlico (Liang et al., 1996).
Os percentuais desta regido variam de 14,6 a 19,5% para as amostras de MO, 12,0 a 16,2%

paraos AF e 11,2 a 18,5% para os AH (Tabela 7).

Na regido atribuida ao deslocamento quimico de carbonos carbonilicos de
dcido carboxilico, éster e amida (Rs = 160-190 ppm) é possivel observar para todas as
amostras um pico intenso e bem definido em torno de 172 ppm. Com exce¢do da amostra
de solo MI, os dados estdo de acordo com o esperado, ou seja, o percentual de carbonos
carbonilicos nesta regido ¢ maior para os AF, depois para os AH e por tltimo para as
amostras de MO (Tabela 7). Estes resultados corroboram com aqueles obtidos pela TG,

analise elementar e IV.

A sexta e ultima regido dos espectros (Rg = 190-220 ppm) ndo € tdo definida e
0 pico pertinente a carbonos carbonilicos de aldeidos e cetonas € muito fraco. O percentual
desta regido ¢é relativamente baixo, ndo sendo nem mesmo observado nenhum sinal para
algumas das amostras. Os resultados de CP/MAS-RMN BC demonstram mais uma vez
que, apesar das amostras estudadas procederem de diferentes ambientes e passarem por
processos de extracdo e purificacdo distintos, o mesmo conjunto de compostos é

apresentado em todas as amostras podendo estas ser comparadas e diferenciadas.
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3.6. CONSIDERACOES RELATIVAS A CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS
DE TURFAS, SOLOS E SH

A caracterizacdo de turfas, solos e de suas respectivas SH mostraram
diferencas especificas entre as amostras estudadas. Por meio dos resultados de TG pode-se
constatar a existéncia de um comportamento térmico diferente para cada grupo de amostra
estudada devido aos seus diferentes graus de decomposi¢do. Os AH mostraram-se ser os
compostos mais termo-resistentes, sendo os AF ligeiramente menos termo-resistentes € 0s
solos e as turfas apresentando-se como os compostos mais ldbeis. A andlise elementar e as
razdes atOmicas das amostras indicaram que estas tém caracteristicas que revelam os seus
diferentes estdgios de decomposi¢do. As amostras de turfas e seus respectivos AH e AF
apresentaram relacdes atdmicas elevadas, caracteristicas de um material mais antigo com
maior grau de decomposicdo. Os baixos valores de C/H e C/N para a amostra de solo SO e
para as SH provenientes dos solos MI e SO revelam que estas amostras sdo pouco aeradas
e que hd uma deposi¢do continua de MO, constituindo um material geoquimicamente
recente e pouco decomposto. Os espectros de IV refletiram caracteristicas que estavam de
acordo com a origem das amostras, exibindo bandas de absor¢éo tipicas de materiais como
SH. Os dados de CP/MAS-RMN "*C foram caracterizados por diversos grupos funcionais
alifaticos e aromaticos. De maneira geral, os resultados obtidos pelas diferentes técnicas
utilizadas para a caracterizacdo dos solos, turfas e suas respectivas SH demonstram que,
apesar das amostras estudadas procederem de diferentes ambientes, o mesmo conjunto de
grupos funcionais € apresentado para todas as amostras, porém com diferentes

intensidades, podendo estas ser ainda comparadas entre si.
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4.1. ANALISE DE GRUPOS FUNCIONAIS DAS SH

A andlise de grupos funcionais é um importante critério na caracterizagcdo da
MO e das SH, pois indica o nimero de sitios acidos (principalmente carboxilicos e
fendlicos) presentes em sua estrutura. Estes grupos funcionais podem complexar com
prétons metélicos, afetando a geoquimica dos ecossistemas naturais, regulando a
capacidade tampao das dguas, solos e sedimentos, e também a especiagdo e transporte dos
cations metalicos (Stevenson, 1994; Masini et al., 1998; Santos et al., 1999; Ritchie e

Perdue, 2003).

Devido a complexidade da MO, 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 extracdo, bem como a auséncia de um método especifico susceptivel somente
para estas substancias tem dificultado bastante a avaliagdo de suas propriedades. Por isto,
resultados obtidos por métodos dependentes da troca idnica ou pelos valores de pK, devem
ser interpretados com cautela. Acidos policarboxilicos, por exemplo, exibem uma série de
constantes de dissociacdo que diminuem com a sucessiva dissociacdo dos prétons. Os
grupos fendlicos substituidos s@o freqiientemente mais fortemente dissociados do que
qualquer composto ndo substituido (Stevenson, 1994). Por outro lado, alguns grupos
podem nido ser reativos devido as ligagdes de hidrogénio ou por impedimento estérico.
Outros problemas na determinagdo quantitativa de grupos funcionais incluem a
insolubilidade do material em dgua e solventes organicos, oxidacdo, reducao, interacdes
com reagentes usados formando derivados, e a natureza ndo estereoquimica das reagcdes

(Stevenson, 1994).

Virios métodos sdo utilizados para a determinacdo das propriedades dcidas e
complexantes da MO destacando-se entre estes o método de titulagdo indireta ou andlise
quimica de grupos funcionais (Fernandes, 2003; Sierra et al., 2004; Fernandes et al., 2006)
e o método de titulacdo direta ou potenciométrica (Marshall et al. 1995; Santos et al.,

1999; Sierra et al., 2001; Fernandes et al., aceito), entre outros.
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4.1.1. Analise Quimica de Grupos Funcionais

Dentre os métodos classicamente utilizados para determinar a acidez da MO
encontra-se aquele desenvolvido por Schnitzer e Gupta (1965) o qual emprega reacdes de
troca idnica, com o acetato de cdlcio [(CH3COQ),Ca], para determinar a acidez carboxilica
(AC) e com o hidréxido de bario [Ba(OH),], para determinar a acidez total (AT). A

diferenca entre esses dois valores é entdo atribuida a acidez fendlica (AFL).

z

A vantagem deste método é a simplicidade e a reprodutibilidade (Perdue,
1985). Entretanto, algumas desvantagens t€m sido citadas (Fernandes, 2003; Sierra et al.,
2004; Fernandes et al., 2006). A determinacdo da AC é freqiientemente reprodutivel e ndo
exige maior cuidado, porém a determina¢@o da AT ndo € reprodutivel podendo resultar em
valores muito altos, em casos especiais. Como esta reacdo ndo é especifica, outros grupos
além dos carboxilicos e fendlicos podem interferir no calculo (Sierra et al., 2001;
Fernandes, 2003; Sierra et al., 2004; Fernandes et al., 2006). Schnitzer e Gupta (1965)
sugeriram, inclusive, que se colocasse a palavra “fendlica” entre aspas sempre que esse
método fosse usado para quantificar grupos fendlicos em MO. Outras limitacdes desse
método tém sido periodicamente discutidas (Holtzclaw e Sposito, 1979; Perdue, 1985;
Bowles et al. 1989; Sierra et al., 2001; Ritchie e Perdue, 2003; Sierra et al., 2004;
Fernandes er al., 2006).

Apesar das suas limitacdes este tem sido o método mais utilizado devido a sua
simplicidade. Por esta razdo, no presente trabalho utilizou-se num primeiro momento esta
mesma técnica, de modo a poder avaliar e comparar os dados obtidos com aqueles

encontrados na literatura.

4.1.2. Titulaciao Potenciométrica

A titulacdo potenciométrica tem sido uma técnica muito utilizada para o estudo
das caracteristicas 4dcidas ligantes, bem como para os estudos de medidas de parametros de

equilibrio de complexos metdlicos em solugdo. Neste tipo de titulagdo adiciona-se, em
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incrementos conhecidos, uma base padronizada a um sistema contendo ligante, quer na
auséncia ou na presenca de fon metdlico. Por meio dos valores das constantes de
estabilidade ou das constantes de equilibrio de formacdo de complexos metdlicos é
possivel verificar a tendéncia de complexacdo de um determinado ligante por um fon
metdlico em solu¢do. Para o caso de estruturas complexas, consideradas ligantes
multidentados, geralmente utilizam-se misturas de moléculas modelo para avaliar o grau de

confiabilidade do método utilizado.

Titulacdes potenciométricas t€ém sido empregadas para avaliar a acidez de SH
(Santos et al., 1999; Sierra et al., 2001; Ritchie e Perdue, 2003; Fernandes et al., aceito),
entretanto, a falta de pontos nitidos de inflexdo nas curvas de titulacdo e a sobreposi¢do de
uma imensa gama de valores de pK, dificultam uma quantificacdo precisa das diferentes
contribui¢cdes dos grupos carboxilicos e fendlicos. Além destas fontes de imprecisdo, em
geral, o pH das solugdes tende a baixar a cada adicdo de base, principalmente na faixa de
pH alcalino, sugerindo a ocorréncia de reacdes laterais geradoras de grupos dcidos (Santos

et al., 1999; Fernandes et al., aceito).

Diversos modelos matematicos t€m sido propostos para distinguir grupos
acidos de diferentes forcas (Seymor et al., 1977; Martell, 1981; Stevenson, 1994; Sierra et
al., 2001; Ritchie e Perdue, 2003; Fernandes et al., aceito). Os dados potenciométricos
podem ser tratados de diversas maneiras, baseando-se tanto em métodos que utilizam a
linearizagdo das curvas de titulagio como em métodos ndo lineares. Entre estes,
encontram-se 0 método de Gran modificado (Seymor et al., 1977), o programa BEST7
(Martell, 1981; Sierra et al., 2001; Fernandes et al., aceito), a EHHM (Ritchie e Perdue,
2003; Fernandes et al., aceito), entre outros (Tipping, 1998; Milne et al., 2001).

4.2. PARTE EXPERIMENTAL

4.2.1. Amostragem

As amostras utilizadas neste estudo vieram de diferentes ambientes (Figura

35): as de sedimento marinho foram coletadas na Ilha do Mar Virado — MVI e Praia de
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Ubatumirim — UBM, do litoral paulista em S3o Paulo, as de sedimentos estuarino e
lacustre foram coletadas no Manguezal de Ratones — RME e Lagoa do Peri — PLN,
respectivamente, na Ilha de Santa Catarina. As amostras de ambiente terrestre foram
representadas por turfas e foram coletadas na Turfeira do Balneario Arroio do Silva — ASP

no sul de Santa Catarina.
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Figura 35. Pontos de amostragem dos diferentes locais estudados.

As amostras de fundo da MVI e da UBM foram coletadas em duas estagcdes
pré-definidas e estdo localizadas nas dguas circundantes. As amostras estuarinas (RME)
foram coletadas em pontos distintos do estudrio: a) as amostras G1 e G2 originam-se de
um ponto no fundo do mar, dentro da baia; b) a amostra 1A vem de uma érea préxima do
mar, inundada periodicamente; c) as amostras RME G7 e RME 2A vieram de um ponto

que raramente recebe aporte marinho. Os sedimentos de fundo da Lagoa do Peri (PLN)
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foram coletados em duas estagdes pré-definidas: na borda (4) e no meio da lagoa (7). As
amostras de turfa foram classificadas de acordo com seu grau de decomposicido como TD e

TF, como ja citado anteriormente na se¢cdo 3.2.1 do Capitulo III desta tese.

As amostras foram preparadas no Laboratério de Hidrogeoquimica do Niicleo
de Estudos do Mar (NEMAR) da UFSC, passando pelos seguintes processos: lavagem para
a retirada de sais soldveis, secagem em estufa a temperatura inferior a 60°C, tamizacao,

pulverizacdo e homogeneizagao e separagdo granulométrica.

4.2.2. Reagentes e Solventes

Os reagentes e solventes utilizados foram todos de grau analitico. O acetato de
célcio, hidréxido de bério e cloreto de potassio foram adquiridos da SYNTH. O hidréxido
de potassio foi adquirido da J. T. BAKER. O 4cido cloridrico foi adquirido da MERCK. As
solugdes tampao com valores de pH igual a 4 e 7 foram adquiridas da CARLO ERBA
REAGENTI. Os éacidos benzenocarboxilicos: acido 3,5-dihidroxibenzéico, acido 2,4-
dihidroxibenzéico, acido ftilico, o aldeido: 4-hidroxibenzaldeido e o peptideo: DL-alanil-

DL-alanina foram adquiridos da ALDRICH.

Todas as amostras de AH e AF foram extraidas e purificadas segundo a
metodologia da IHSS apresentada na segdo 3.3 do capitulo III desta tese. A dgua utilizada

foi bidestilada, fervida e livre de COs,.

4.2.3. Analise Quimica de Grupos Funcionais

4.2.3.1. Determinagdo da Acidez Carboxilica — AC

A determinagdo de grupos carboxila foi feita por meio do método proposto por
Schnitzer e Gupta (1965), que envolve a reagdo abaixo, onde o dcido acético liberado é

quantificado, por titulagdo com uma solugéo basica padrio.
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2R-COOH + (CH3COO),Ca ~ (R-CO0)2Ca + 2 (CH3COOH)

Inicialmente pesou-se uma amostra (10 mg para cada composto individual da
mistura modelo e 10 mg para cada composto da mistura modelo; 10 mg para cada amostra
de AF ou AH), que foi colocada em um erlenmeyer juntamente com 10 mL de solucgdo de
0,213 mol L' de (CH3COO0),Ca. Simultaneamente, um branco com 10 mL de solugdo de
0,213 mol L' de (CH3COO),Ca foi adicionado em outro frasco. O volume foi completado
para 40 mL com 4gua bidestilada e fervida, 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 4gua bidestilada e fervida, livre de CO,. A mistura (filtrado + 4dgua de
lavagem) foi titulada com solugdo padrio de NaOH 0,024 mol L™, sob atmosfera inerte. A
titulacdo foi acompanhada com auxilio de um pHmetro até pH 9,845, garantindo, assim,
que todo 4cido acético estivesse desprotonado. A AC foi entdo determinada conforme a

equagao:

_ (Va—Vb).M.1000

m

AC

onde AC significa acidez carboxilica, Va e Vb representam o volume de base padrdo gasto
para titular a amostra e o branco, respectivamente, M é a molaridade do hidréxido de sédio

e m é a massa da amostra.

4.2.3.2. Determinacdo da Acidez Total - AT

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

Gupta (1965), que consiste em reagir a amostra com um excesso de Ba(OH),:

2RH + Ba(OH), R;Ba + 2H,0

O excedente de base ¢é entdo titulado com solugdo padrao de 4dcido cloridrico.

Foi colocado em 25 mL de solucdo de 0,053 mol L™ de Ba(OH),, uma massa
de amostra conhecida (10 mg para cada composto individual da mistura modelo e 10 mg
para cada composto da mistura modelo; 10 mg para cada amostra de AF ou AH). A

solugdo ficou sob agitacdo durante 24 horas, com fluxo de gids N, em temperatura
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ambiente. Da mesma maneira foi feito o preparo do branco, constituido por 25 mL de
solucdo 0,053 mol L' de Ba(OH),. A suspensio foi filtrada em papel de filtro. O residuo
foi lavado com dgua bidestilada e fervida, livre de CO,. A mistura (filtrado + 4dgua de
lavagem) foi titulada com solugdo padrido de HCI 0,142 mol L', sob atmosfera inerte. A
titulacdo foi acompanhada com auxilio de um pHmetro até pH 8,421, neutralizando assim

todo o hidréxido presente na solucdo. A AT foi entdo determinada conforme a equacio:

(Vb —Va).M.1000

m

AT

onde AT significa acidez total, Vb e Va representam o volume de dcido padrdo gasto para
titular o branco e a amostra respectivamente, M é a molaridade do 4cido cloridrico e m é a

massa da amostra.

4.2.3.3. Determinagdo da Acidez Fenolica— AFL

A quantidade de grupos OH 4cidos foi calculado pela diferenca entre a AT e a

AC, conforme a equacdo abaixo, onde AFL representa a acidez fendlica.

AFL = AT -AC

4.2.4. Titulacao Potenciométrica

As titulagdes potenciométricas foram realizadas em uma célula termostatizada
a 25°C usando uma solugdo padrio de KOH 0,103 mol L™ descarboxilado, sob agitacdo. A
forca ibnica (u) foi mantida constante com KCl 0,102 mol L. Para produzir uma
atmosférica inerte, as solu¢des foram gaseificadas com gas argénio (lavado com pirogalol
5% em 0,103 mol L' de KOH para eliminar O, e CO,) durante os experimentos. O sistema
foi calibrado antes de cada experimento com solu¢des diluidas de HCl com valores de pH

em torno de 2,254 e p = 0,105 mol L. As medidas de pH foram feitas usando um
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pHmetro (MICRONAL B 375) com um eletrodo de vidro e um eletrodo de referéncia
(Ag/AgCl).

Solucdes de AH e AF (140-250 mg L) foram preparadas diretamente na
célula de titulacdo. Previamente as titulacdes, as amostras de AH (10 mg) foram
dissolvidas em uma aliquota de 10 mL de KOH 0,022 mol L' Paraa titulacdo dos AH, um
volume de 35 mL de 4gua bidestilada, fervida e descarboxilada foram adicionadas a
solucdo de AH dissolvido. Além disso, um volume de 25 mL de HCI 0,014 mol L' foi
adicionado para neutralizar o excesso de KOH e para que o pH ficasse em torno de 3. As
titulacdes dos AF (10 mg) foram realizadas por meio da adi¢do direta de um volume de
40 mL de dgua bidestilada, fervida e descarboxilada. Incrementos de 0,025 mL de titulante
KOH foram adicionados na célula. Depois de cada adicdo a solugdo foi mantida sob
agitacdo e temperatura constante até atingir o equilibrio do pH e o valor de pH
correspondente foi anotado. O intervalo de tempo entre as adi¢des foi determinado pelo
tempo necessario para se obter o equilibrio do pH. As solugdes de AF, cujo intervalo de
tempo entre as adi¢des foram menores, foram tituladas por periodos de aproximadamente
1,5 horas. As titulagdes de AH, por outro lado, levaram cerca de 4 horas. Todas as
titulacdes foram conduzidas em triplicata.

O sistema modelo (Tabela 8) foi composto de dois dcidos benzenocarboxilicos
(acido 3,5-dihidroxibenzodico e acido ftalico), um aldeido (4-hidroxibenzaldeido) e um
peptideo (DL-alanil-DL-alanina). Estes compostos foram escolhidos por simularem
algumas das propriedades dcido-base das SH. O acido 3,5-dihidroxibenzéico, por exemplo,
tem grupos carboxilicos e fendlicos dentro de uma ampla faixa de valores de pK,. O éacido
ftalico ndo tem grupos fendlicos em sua estrutura, mas contém dois grupos carboxilicos
com valores de pK, distintos. O 4-hidroxibenzaldeido tem um grupo fendlico com um
baixo valor de pK, e o peptideo foi escolhido para avaliar tanto a influéncia dos outros
grupos écidos diferentes do carboxilico e fendlico, como a possivel hidrélise dos grupos
amida durante as titulacdes (Fernandes, 2003; Sierra et al., 2004; Fernandes et al., aceito).
As solucdes para as titulacdes foram preparadas dissolvendo 10 mg de cada composto
individualmente em 40 mL de 4gua bidestilada, fervida e descarboxilada. No caso da
mistura (dcido ftalico e 3,5-dihidroxibenzdico), 10 mg de cada composto foram usados.

Todas as solucdes foram deixadas sob atmosfera de argdnio durante 30

minutos, antes de cada titulacdo com 0,103 mol L ! de KOH até pH 11.
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Tabela 8. Valores de pK, relativos a desprotonacdo dos compostos modelos estudados.

Acidos pKa
Acido 3,5-dihidroxibenzéico
O\\ _OH
3,90°
9,03?
10,30°
HO OH
Acido ftalico
O, _OH
C/OH 2,78
N 5,08%
(0]
4-Hidroxibenzaldeido
O~
< C/I—I
7,41°
H
DL-alanil-DL-alanina
(0]
I 3,05°¢
HoN— CH—G—NH—GH—COOH 8.16°
CHg CHg

* Arend, 2001; ° Martell e Smith, 1977a; © Martell e Smith, 1977b.

4.2.4.1. Programa BEST7

O programa BEST7 determina a estabilidade e/ou as constantes de protonagdo
assim como a exata concentracdo dos ligantes em estudo. Estas constantes tém sido
utilizadas como parametro para verificar a tendéncia de complexacdo de um determinado
ligante por um fon metélico em solucdo. Para este programa os dados de entrada sdo os
resultados das curvas de titulagdo experimental (Martell e Motekaitis, 1992). Em geral, os

dados necessarios para 0 BEST7 s@o os valores de pH em funcido do volume de base ou
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dcido adicionado, o nimero de mmols de todos os reagentes envolvidos na titulagdo
(ligante, metal, 4cido, base), o volume inicial da solug@o, e o grupo de constantes relativas
a todo o equilibrio presente no sistema em estudo. A quantidade aproximada de grupos
carboxilicos e fendlicos, em mmol, é previamente determinada pelo método de Gran
Modificado (Seymor et al., 1977). As constantes de equilibrio desconhecidas sdo estimadas
pela comparacdo com determinados valores que foram obtidos em sistemas semelhantes. O
programa, entdo, estabiliza o balanco de massa para cada espécie presente em solucio e
resolve as equacgdes para as concentragdes de fon hidrogénio, comparando o resultado com
os valores medidos. Para otimizar as constantes de equilibrio, valores conhecidos sdo
fixados, enquanto a diferenga entre o valor medido e o valor calculado sdo minimizadas
pelo método minimo quadrado.

A investigagdo quantitativa de misturas de moléculas modelo com
propriedades quimicas semelhantes aquelas das SH € necessdria para avaliar o sucesso e
limitacdo do programa possibilitando, assim a utilizacdo deste no cédlculo dos mmoles
referente aos grupos funcionais presentes em cada substincia bem como os valores de seus

pKas (Sierra et al., 2001; Arend, 2001; Fernandes et al., aceito).

4.2.4.2. Equacdo de Henderson-Hasselbalch Modificada - EHHM

A EHHM envolve o cédlculo do desenvolvimento de carga pelos compostos
organicos a cada ponto da titulagdo, assumindo que a amostra de SH é uma mistura de
dcidos monoproéticos, baseando-se na equacdo da neutralidade e considerando as
concentragdes de diluicdo corrigidas de todas as espécies em solugdo (Ritchie e Perdue,
2003).

As curvas da representacdo de carga organica calculada total (Qror) versus pH
sdo obtidas de acordo com a EHHM abaixo, onde Q; e Q; sdo as concentracdes dos grupos
carboxilicos e fendlicos, respectivamente; K; e K, sdo as constantes de protonacido dos

grupos carboxilicos e fendlicos, respectivamente; € n; € np sdo constantes empiricas.

et
1+(K1[H+])1/nl 1+(K2[H+])1/n2
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Analise Quimica de Grupos Funcionais

Os valores de acidez das SH estudadas, medidos pelo método de Schnitzer e
Gupta (1965), sao apresentados na Tabela 9. Apesar da natureza heterogénea do material,
os valores dos desvios padrdo s@o relativamente baixos, atestando a reprodutibilidade do
método. Os resultados de acidez para os AF foram mais reprodutiveis do que para os AH,
isso pode ser devido ao fato de que os primeiros foram homogeneizados por meio da resina
de adsorcio-dessorcio XAD-8, na etapa de extracdo e purificacdo. Os AH, por outro lado,
sofreram menos modificacdes durante os procedimentos de extracdo e purificacdo, retendo
mais sinais de “impurezas” do material de origem. Curiosamente, porém, para os AH os
valores de AC ndo variaram muito, ficando os valores entre 3,072 a 5,665 meq g'l. Para os
AF, a faixa de valores € maior: varia de 3,734 a 7,160 meq g'l. No caso dos dados de AT,
estas tendéncias sao invertidas, para os AH a faixa de valores € maior do que para os AF.

Comparando amostras provenientes de sedimentos do mesmo ambiente, os AF,
em geral, apresentaram mais grupos dcidos do que os AH, a tnica exce¢@o sendo para os
dados de AT da amostra PLN 7. Os valores de AT para as amostras estudadas sdo, em
geral, maiores do que aqueles usualmente encontrados na literatura para SH de ambientes
distintos, calculados pelo mesmo método aqui empregado (Schnitzer e Gupta, 1965;
Kendorff e Schnitzer, 1979; Rashid, 1985; Masini et al., 1998; Ritchie e Perdue, 2003).
Ritchie e Perdue (2003) compilaram dados referentes a acidez de centenas de amostras de
SH medidas pelo método de Schnitzer e Gupta (1965), e mostraram que ambos, os valores
de AC e de AFL situam-se entre 1 a 10 meq g'1 em todas as determinagdes. Os valores de
AC para as amostras aqui estudadas variam de 3,734 a 7,160 meq g”' para os AF e de 3,072
a 5,665 meq g'1 para os AH, sendo considerados, portanto, valores médios. Os valores de
AFL, por outro lado, ficaram na faixa de 7,721 a 16,119 meq g'1 para AF e de 7,337 a
20,336 meq g para os AH sendo, na maioria dos casos, bem mais altos do que os valores
mostrados na literatura (Ritchie e Perdue, 2003). Os valores de AT relativamente altos

parecem, portanto, ser uma conseqii€ncia do alto valor de AFL.
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Tabela 9. Quantidade de grupos funcionais® das SH estudadas medidas pelo método de

Schnitzer e Gupta (1965).

Amostra” AC¢ AFLS¢ AT¢
(meq g (meq g™ (meq g™
ACIDOS FULVICOS
MVI 4,632 40,221 13,201 £ 0,791 17,833 0,763
UBM 3,734 + 0,042 15,290 + 0,502 19,024 £ 0,501
PLN 4 4,705 £ 0,083 12,800 +0,514 17,505 + 0,502
PLN 7 7,160 £ 0,013 7,721 £ 0,205 14,881 + 0,204
RME 1A 5,133 0,204 11,369 + 0,542 16,502 + 0,505
RME 2A° 5,562 + 0,025 13,112 £ 0,292 18,674 £ 0,291
ASP D" 6,214 + 0,041 16,119 £ 0,291 22,333 £ 0,291
ACIDOS HUMICOS

MVI 3,681 + 0,044 11,250 + 0,492 14,931 £ 0,491
UBM 3,174 0,023 12,831 + 0,501 16,005 + 0,502
PLN 4 3,212 £ 0,061 12,292 +0,503 15,504 + 0,505
PLN 7 3,773 £ 0,073 14,729 + 0,505 18,502 + 0,504
RME G1 3,072 + 0,405 8,131 0,505 11,203 0,304
RME 1A° 3,701 + 0,064 9,632 + 0,292 13,333 £ 0,291
RME G2° 3,164 + 0,402 7,337 0,645 10,501 + 0,502
RME G7¢ 3,522 +0,161 14,480 + 0,523 18,002 + 0,503
RME 2A*% 3,742 0,183 12,762 + 0,534 16,504 + 0,503
ASP D" 4,764 0,185 13,241 £0,533 18,005 + 0,503
ASP F' 5,665 + 0,054 20,336 + 0,504 26,001 + 0,504

* Desvio padrio sdo relativos a trés medidas; ° abreviacdes: MVI = Ilha do Mar Virado; UBM = Praia de
Ubatumirim; PLN = Lagoa do Peri; RME = Manguezal de Ratones; ASP = Turfeira do Arroio do Silva; © AC
= acidez carboxilica, AFL = acidez fendlica, AT = acidez total; ¢ préximo do mar; © sob a coluna d’dgua, na
desembocadura do Rio Ratones; " dentro da baia, sob a coluna d’dgua; ®longe do mar; h decomposta; ! fibrosa.

As amostras aqui estudadas provém de ambientes de alta produtividade, com
elevada taxa de sedimentacdo e, estes altos valores de acidez poderiam, numa primeira

interpretacdo, ser atribuidos ao baixo grau de humificacdo do material. De fato, por meio
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da andlise das propriedades elementares e espectrais (Fernandes, 2003; Giovanela et al.,
2004; Sierra et al., 2005) observa-se que essas amostras apresentam sinais significativos do
seu material de origem. Entretanto, comparando amostras de ambientes distintos, os dados
de acidez ndo seguem nenhum padrdo observavel. Em geral a biomassa planctonica é de
natureza alifatica 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 (RME 2A e G7) apresentaram mais grupos carboxilicos do
que as amostras aqudticas, marinhas e de lagoa, 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 nao
apresenta sinais de fendis no espectro de CP/MAS-RMN B¢ (Sierra et al., 2005).
Considerando as informacdes obtidas e a reprodutibilidade dos dados de
acidez, acredita-se que estas discrepancias possam estar correlacionadas com limitagdes
metodoldgicas. Os valores de acidez obtidos pelo método de Schnitzer e Gupta (1965) tém
sido freqiientemente desacreditados principalmente devido a suspeita da interferéncia de
outros grupos além dos carboxilicos e fendlicos nas medidas de acidez (Holtzclaw e
Sposito, 1979; Ritchie e Perdue, 2003; Sierra et al., 2004; Fernandes et al., 2006).
Fernandes (2003), recentemente, testou a reprodutibilidade e precisdo deste método com
misturas de 4cidos benzenocarboxilicos ambos na presenga e na auséncia de peptideos.
Desta investigacdo conclui-se que: (i) para a mistura de dcidos na auséncia de peptideos,
certos compostos fendlicos substituidos com altos valores de pK,, sdo quantificados
parcialmente; (ii) na presenca de sitios bdsicos competitivos como os grupos amida, o
acetato de célcio por ser uma base fraca consegue desprotonar somente parcialmente os
grupos carboxilicos. Estes protons carboxilicos “ignorados” sdo detectados via reagdo com
o hidréxido de bério sendo, consequentemente, considerados nos célculos dos valores de
AFL; (iii) além disso, sob as severas condi¢des da reacdo com o hidréxido de bério, a
hidrélise de grupos amida consome grupos hidroxila extra, alterando os valores de AT.
Como a AFL ¢é calculada pela diferenca entre AT e AC estas hidroxilas extras podem
também ser consideradas na AFL (Fernandes, 2003; Sierra et al., 2004; Fernandes et al.,
2006). Baseando-se nestes dois ultimos efeitos pode-se supor que SH com elevadas
quantidades de aminodcidos em sua estrutura poderiam apresentar alta AFL, sempre que o

método de Schnitzer e Gupta (1965) for empregado. Os altos valores de nitrogénio, devido
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a contribui¢do plancténica na sua formagao, assim como a presenca de grupos amida nas
amostras aqudticas aqui estudadas, poderiam neste caso, estar na origem dos elevados

valores de AFL aqui encontrados para estas amostras.

Para estimar a extensdo de tais interferéncias, foi determinada, usando o
método de Schnitzer e Gupta (1965), a acidez de cinco amostras padrdo da IHSS com
quantidades de aminodcidos conhecidos (IHSS home page, 2006). Estes dados sio
mostrados na Tabela 10. Os valores de AFL encontrados para estas amostras sio,
novamente, muito altos oscilando entre 11,351 meq g'1 para o AH de Elliot Soil a 21,120
meq g para o AF de Pahokee Peat. No entanto, ao contririo do esperado, os dados de
AFL ndo se correlacionaram com a composi¢do de aminodcidos das amostras. Ao
contrario, o AH de Elliot Soil, por exemplo, apresentou a AFL mais baixa e contém a
composicdo de aminodcidos mais alta. Estes resultados indicam entdo que os grupos amida
ndo sdo os principais fatores interferentes nas medidas de AFL de SH pelas titulacdes
indiretas. A hidrélise de grupos ésteres, por exemplo, tem também sido considerada como
origem de erro nas determinacdes de acidez de SH (Bowles et al., 1989; Leenher et al.,
1995) e a possibilidades dos dois efeitos ocorrerem simultaneamente ndo pode ser

desconsiderada.

A quantificacdo, por titulacdo direta, de grupos funcionais do mesmo conjunto
de amostras da IHSS aqui estudadas foi feita por Ritchie e Perdue (2003) e, na Tabela 10
os dados obtidos com os dois métodos sdo comparados. Os valores de AFL e AT medidos
por titulacdo direta sdo inferiores do que aqueles medidos por titulagdo indireta. Como
discutido acima, ndo € possivel saber se a titulagdo indireta estd incluindo outros grupos
além dos fendlicos propriamente ditos ou se a titulagdo direta subestima a quantidade
fendlica nas medidas de acidez. Por meio destes dados, fica claro, de qualquer modo, que
os dois métodos estdo detectando grupos diferentes. A eventual influéncia dos grupos
amida ou ésteres na faixa de pHs alcalinos, no caso do método de Schnitzer e Gupta
(1965), poderia, por exemplo, ser minimizada pelas condi¢des experimentais de Ritchie e
Perdue (2003), ou seja, titulagdes rapidas com valores finais de pH em torno de 10,5-10,7.
Os valores de AC determinados por titulacdo direta foram, em geral, maiores do que
aqueles obtidos pelo método indireto. Como citado anteriormente, em experimentos com

compostos modelo usando o método de titulacdo indireta, Fernandes (2003) observou que,
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na presenca de sitios bédsicos competitivos (como os grupos amida), o fon acetato nio

desprotona todos os protons carboxilicos, reduzindo os valores de AC.

Tabela 10. Quantidade de grupos funcionais® (meq g") das amostras da THSS medidas

pelo método de Schnitzer e Gupta (1965) e composi¢do de aminoacidos (mol g'l).

Amostra AC? AFLP ATP AMA®
ACIDOS FULVICOS
5,152 + 0,054 14,989 + 0,065 20,141 + 0,043
Suwannee 24
River
(1S101F) 6,294 0,77¢ 7,06¢
5933 +0,084  21,120+0,514 27,053 +0,501
Pahokee 166
Peat
(1S103F) 7,174 0,38¢ 7,554
ACIDOS HUMICOS
£0,052 11,351 +£0,251 15,254 + 0,252
Elliot Soil 3,903 + 0,05 ,351 £0,25 5,254 + 0,25 o
(1S102H)
5,17¢ 0,49¢ 5,66
4,462 + 0,013 16,790 £ 0,271 21,252 +0,253
Pahokee 777
Peat
(1S103H) 5,43 0,53 5,93
) 3,325+0,024 19,928 +0,292 23,253 +0,254
Leonardite 11
(1S104H)
5,22¢ 0,77 5,99¢

* Desvio padrio relativo a 3 medidas; * abreviagdes tem o mesmo significado que na Tabela 9; © AMA =
aminoacidos; ¢ dados obtidos por Ritchie e Perdue (2003).

Estes dados, entretanto, devem ser interpretados com cautela, ou seja, os

valores de acidez obtidos por qualquer método de titulacio ndo devem ser considerados
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definitivos ou absolutos, uma vez que diferentes métodos poderdo resultar em diferentes
valores de acidez para as mesmas amostras. No caso da titulacdo potenciométrica direta,
por exemplo, estes valores sdo dependentes ainda da escolha do modelo matematico
aplicado aos dados experimentais, assim como das condigdes experimentais (titulagdes
rapidas ou lentas, alta ou baixa concentracdo de SH, entre outras). Tendo isto em mente,
um experimento foi idealizado de modo a testar a validade dos valores de acidez de SH
determinados, por titulacio potenciométrica, sendo tratados, porém, por dois diferentes
modelos: programa BEST7 e EHHM. Os resultados obtidos com os dois métodos foram
comparados entre si e com os resultados apresentados por Ritchie e Perdue (2003). Estes

dados serdo apresentados e discutidos a seguir.

4.3.2. Titulacao Potenciométrica das Amostras da IHSS

A Tabela 11 apresenta a acidez das SH da IHSS calculadas usando o programa
BEST7 e a EHHM. As curvas de titulagdo, obtidas pelos dois modelos, relativas as
amostras de AF e AH do Pahokee Peat sao mostradas nas Figuras 36a e 36b.
Independente do modelo usado, dois diferentes sitios ligantes de prétons foram
evidenciados, sendo o primeiro atribuido ao grupo carboxilico e o segundo ao grupo
fendlico. Destes dados, é possivel observar claramente que a escolha do modelo
matematico influencia nas determinagdes de acidez das SH. Tanto para os AF como para
os AH, os valores de AC medidos pelo programa BEST7 foram, em geral, menores do que
aqueles obtidos com a EHHM. Para os AF, a AFL obtida por meio dos dois métodos foi

compardvel, mas para os AH os valores de AFL gerados pelo programa BEST7 foram

muito maiores do que aqueles obtidos pela EHHM.

Apesar das diferencas significativas nos valores de acidez, ambos os métodos
produziram ajustes de curvas de titulagdo compativeis com os pontos experimentais
(Figuras 36a e 36b). Nas titulagdes de AF e AH o consumo de base na faixa de pH 4cido

z

€, em geral, atribuido a neutralizacdo dos grupos carboxilicos, enquanto na faixa de pH
basico o titulante € consumido para neutralizar os grupos fendlicos. Desta forma, dois
pontos de inflex@o distintos seriam esperados para curvas tipicas de titulagdo de SH. Para

os resultados apresentados, de fato, quando os dados experimentais foram tratados com o
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programa BEST7 dois pontos de inflex@o foram observados nas curvas de titulacio do AH
(Figura 36a). Com a EHHM somente um ponto de inflexdo foi observado para ambas as
curvas de AF e AH (Figura 36b). Este tipo de comportamento € usual em estudos relativos
as propriedades potenciométricas de SH (Perdue ez al., 1980; Davis e Mott, 1981; Santos et
al., 1999) e tem sido atribuido a sobreposicdo da ampla faixa de valores de pK, associados

aos grupos acidos.

Tabela 11. Acidez", em meq g'l, das amostras da IHSS calculadas com o programa BEST7

e EHHM (Ritchie e Perdue, 2003).

Amostra Método ACP AFLP AT®
ACIDOS FULVICOS
Suwannee River BEST7 2,542 + 0,301 1,240 + 0,103 3,782 +£ 0,314
(15101F) EHHM 6.064+0265  1.889+0705  7.953 +0,745
Pahokee Peat BEST7 2,691 +0304  1221+0,322  3,912+0.445
(1S103F)
EHHM 5,892 +0,503  1,652+0372 7,544 +0,621
ACIDOS HUMICOS
Elliot Soil BEST7 4,594 +0,322 10,240 +0,514 14,834 + 0,603
(18102H) EHHM 11,081 £0291 1,923 +0,444 13,004 + 0,533
Pahokee Peat BEST7 4,885+0253 12,020+0,564 16,905 + 0,505
(1S103H)
EHHM 13,502+ 0,322 2,499 +0,504 16,001 + 0,591
Leonardite BEST7 4,185+0,391 11,508 0,522 15,693 + 0,354
(1S104H)

EHHM 11,191 £ 0,454 1,612+ 0,625 12,803 +£0,754

*Desvio padrio relativo a 3 medidas; ” abreviacdes tem o mesmo significado que na Tabela 9.
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O AF Pahokee Peat (1S103F)
O AH Pahokee Peat (1S103H)
— Ajuste
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Figura 36. Curvas de titulacdo das amostras de AF e AH do Pahokee Peat usando: (a) o

programa BEST7 e (b) a EHHM.
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Destes resultados duas questdes sdo levantadas: como ambos os modelos se
ajustam bem aos dados de titulacdo experimental, mas resultam em diferentes valores de
acidez e qual dos dois métodos resulta em reais valores de acidez? A escolha de qualquer
modelo para fazer o ajuste dos pontos experimentais das curvas de titulacdo das SH,
implica em suposi¢des e premissas que podem ter diferentes efeitos nos resultados finais.
Dada a ocorréncia, bastante citada, da sobreposicdo da ampla faixa de valores de pK, e a
dependéncia do modelo aplicado para tratar os dados experimentais, alguns grupos
carboxilicos podem ser considerados como fendlicos, ou vice-versa. Um dcido carboxilico
com um pK, = 5,0 (comum para 4cidos alifdticos monoproticos), por exemplo, deveria ter
um ponto de equivaléncia a pH = 8,9. Em titulagdes de SH, usando um ponto de
equivaléncia igual a este para carboxilas pode resultar em maiores valores de AC devido a
provavel contribuicdo de grupos fendlicos neste pH (Bowles et al., 1989). Por esta razio,
um valor de pK, menor do que aquele observado no ponto de equivaléncia de
neutralizacdes tipicas de dcidos carboxilicos € algumas vezes selecionado nas titulacdes de
SH. Além disso, grupos acidos com valores intermediarios de pK,, como os grupos amida,
podem também contribuir para eventuais erros nos cédlculos (Martell e Smith, 1977a;

Fernandes, 2003; Sierra et al., 2004; Fernandes et al., 2006).

Cada modelo matemadtico aplicado a curva de titulagdo das SH tem suas
peculiaridades. Para a EHHM, a escolha dos valores de K influencia a forma das curvas de
titulacdo. Na Figura 37 pode ser facilmente observado que para quantidades idénticas e
fixadas de grupos carboxilicos e fendlicos (Q; = Q. = 6 meq g'l) diferentes valores de
constante de protonacdo resultam em curvas de titulacio completamente diferentes. O
programa BEST7, por outro lado, foi programado para 7 componentes e 121 pontos
experimentais e proporciona uma completa distribuicdo para todos os pontos de titulagdo.
Ele foi também projetado para a determinacdo de qualquer nimero de constantes de
protonacdo ou de constantes de complexacdo provenientes dos dados de titulacdo
potenciométrica. A funcdo utilizada é a soma ao quadrado da diferencga entre o valor de pH
calculado do observado. Devido a natureza genérica da equagdo do balanco de massa, o
programa BEST7 pode manipular sistemas mais complexos do que a EHHM, tais como
aqueles contendo diversos ligantes e, quando for o caso, diversos fons metélicos. No caso
da aplicacdo do programa BEST7 para calcular a acidez de SH, como neste estudo, valores
aproximados de grupos carboxilicos e fendlicos (mmol) sdo previamente determinados

pelo método de Gran Modificado (Seymor et al., 1977).
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14
logK1 = 4; logK2 =9
logK1 = 4,5; logk2 = 8,5
12 4 logkK1 = 5; logk2 = 8
logK1 = 6; logk2 = 7,5
10 4
— Q1=6
(o) —
‘83 3 Q2=86
c nt=1
= n2 =1
2 64
g
4
2
0 | T T T T T
0 2 4 [¢] a 10 12 14

pH

Figura 37. Curva de titulagio tedrica empregando a EHHM.

Levando em consideracdo todas as discrepancias acima citadas e as duvidas
surgidas com os resultados de acidez das amostras padrdo da IHSS, solu¢des com
propriedades dcido-base conhecidas foram estudadas. Os dados de acidez destas amostras

serdo mostrados e discutidos na se¢do a seguir.

4.3.2.1. Titulacao Potenciométrica dos Compostos Modelos

Solugdes contendo 4cido  3,5-dihidroxibenzéico, 4acido ftdlico, 4-
hidroxibenzaldeido e DL-alanil-DL-alanina individualmente, assim como uma mistura de
dcido ftilico e dacido dihidroxibenzéico foram investigadas. As curvas de titulagdo
experimental destas solugcdes foram tratadas e analisadas pelo programa BEST7 e pela
EHHM da mesma forma que as SH da IHSS (Figuras 38a e 38b). Os resultados de acidez
estdo mostrados na Tabela 12 juntamente com os valores de acidez obtidos com o método
de titulagdo indireta de Schnitzer e Gupta (1965). A Tabela 13 apresenta os valores das
constantes de desprotonagdo dos compostos modelos determinados pelo programa BEST7

e pela EHHM. Considerando somente os dados de titulagdo direta (BEST7 e EHHM), com
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excegdo do peptideo, os valores experimentais obtidos estdo de acordo com o valor tedrico,
independente do modelo matematico aplicado (Tabela 12). Ou seja, os dois tratamentos
matematicos produziram dados aceitdveis para os compostos modelos. Para o 4dcido 3,5-
dihidroxibenzoico, individualmente ou na mistura com o acido ftalico, a AFL determinada
pela EHHM foi ligeiramente menor do que aquela obtida pelo programa BEST7. Para o 4-
hidroxibenzaldeido, por outro lado, a EHHM produziu maior valor de AFL do que para o
programa BEST7. Apesar do grupo fendlico deste composto conter um baixo valor de pK,
(Tabela 13), ele foi corretamente incluido por ambos os modelos matemadticos. As
constantes de desprotonacdo desta amostra foram também caracteristicas de grupos
carboxilicos e fendlicos (Tabela 13). Como a EHMM nao considera a desprotonagdo
acima de pH 10, o valor de pK, mais alto do dcido 3,5-dihidroxibenzédico nao foi detectado
com este método. Assim como para as SH, os ajustes dos dados experimentais de titulacao
gerados por ambos os modelos descrevem bem os dados experimentais inclusive para a

mistura dos dois acidos (Figuras 38a ¢ 38b).

Os dados de acidez dos compostos modelo obtidos pelo método de titulagdao
indireto mostraram ainda mais inconsisténcias do que para o programa BEST7 e a EHHM.
As limitagcdes do método de titulacdo indireta para detectar grupos fendlicos altamente
bésicos t€m sido discutidas em diversos trabalhos (Holtzclaw e Sposito, 1979; Perdue,
1985; Sierra et al., 2001; Fernandes, 2003; Sierra et al., 2004; Fernandes et al., 2006).
Como a AFL ¢ calculada pela diferenca entre a AT (a qual € determinada usando o método
de hidréxido de bério) e a AC (a qual é medida usando o método do acetato de cdlcio),
consequentemente, obtém-se valores de acidez menores do que o esperado sempre que

grupos fendlicos com altos valores de pK, estdo presentes.
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Tabela 12. Acidez®, em meq g, dos compostos modelos calculada usando o programa

BEST7, a EHHM (Ritchie e Perdue, 2003) e o método de titulagdo indireto de Schnitzer e

Gupta, 1965.

Método ACP AFL” ATP
MISTURA DE ACIDOS
Ftalico e 3.5-Dihidroxibenzoéico
BEST?7 9,422 + 0,351 6,351 + 0,434 15,773 £ 0,552
EHHM 9,165 + 0,292 5,716 + 0,804 14,881 + 0,853
Indireto 9,052 + 0,265 3,249 + 0,431 12,301 + 0,503
Teérico” 9,38 6,25 15,63
COMPOSTOS INDIVIDUAIS
Acido Ftalico
BEST?7 12,553 + 0,465 - 12,553 + 0,465
EHHM 12,151 £ 0,472 - 12,151 £ 0,472
In({ir_etg 10,922 + 0,465 10,922 + 0,465
Teorico 12,04 - 12,04
Acido 3.5-Dihidroxibenzéico
BEST?7 6,322 + 0,084 12,659 + 0,223 18,981 + 0,232
EHHM 5,754 + 0,242 12,191 + 0,891 17,945 + 0,922
In({ir_etg 6,373 + 0,033 5,932 + 0,504 12,305 + 0,501
Teérico 6,49 12,98 19,48
4-Hidroxibenzaldeido
BEST?7 - 8,943 + 0,285 8,943 + 0,285
EHHM - 9,214 + 0,493 9,214 + 0,493
Indireto 8,353 + 0,402 8,353 + 0,402
Tedrico* - 8,19 8,19
DL.-alanil-DL.-alanina
BEST?7 2,045+ 0,251 “6,536 +0,1617¢ 8,581 + 0,305
EHHM 2,623 + 0,202 “4,138 + 0,225 6,761 + 0,102
Indireto 3,242 + 0,253 “11,741 £ 0,354 14,983 + 0,291
Teérico® 6,24 “6,244 12,48

. ~ . N . b . ~ . s .
*Desvio padrio relativo a 3 medidas; ° abreviagdes tem o mesmo significado que na Tabela 9; © considerando
~ d . . .
a desprotonagdo total; © acidez relativa aos grupos amida.

77



CAPITULO IV

12
O 50/50 acido ftalico/
] acido 3,5-dihidroxibenzdico
104 — Ajuste

(@)

2 7 T 7 T 7 T 7 T 7 T 7 T 7

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Volume de KOH (mL)
14 0 50/50 4cido ftalico/
acido 3,5-dihidroxibenzéico
— Ajuste

(b)

2 T T T T T T T T

3 4 5 6 7 8 9 10 11

pH

Figura 38. Curvas de titulacdo da mistura de acido ftdlico e 4cido 3,5-dihidroxibenzdico

usando: (a) o programa BEST7 e (b) a EHHM.
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Tabela 13. Valores® de pK, relativos a desprotona¢do do compostos modelo calculados

usando o programa BEST7 e a EHHM (Ritchie e Perdue, 2003).

Método PKa1 pKaz PKas3
COMPOSTOS INDIVIDUAIS
Acido Ftalico
BEST7 2,841 0,149 4,991 + 0,432 -
EHHM 2,150+ 0,273 4,772 + 0,321 -
Acido 3,5-Dihidroxibenzéico
BEST? 3,782 0,256 9,759 % 0,209 10,354 0,285
EHHM 3,491 + 0,073 9,64 + 0,065 nd®
4-Hidroxibenzaldeido
BEST7 - 7,588 £ 0,281 -
EHHM - 7,511+ 0,092 -
DL.-alanil-DL-alanina
BEST7 2,956 £0,191 8,467 £ 0,201 -
EHHM nd® 8,342 + 0,061 -

*Desvio padrdo relativo a 3 medidas; ® ndo detectado.

Para a DL-alanil-DL-alanina, um comportamento particular foi observado.

Primeiramente, os dois modelos revelaram baixa AC em comparagio com o valor tedrico.

Uma possivel razdo para esta baixa AC é que os dados de titulagdo sdo manipulados a

partir de um pH 3 (BEST7) ou de um pH 3,5 (EHHM). Sendo assim, devido ao baixo valor

de pK, do grupo carboxilico do peptideo (Tabela 13), nesta faixa de pH as carboxilas ja

poderiam estar parcialmente desprotonadas e desta forma, ndo serdo completamente

quantificadas nos célculos de acidez. Além disso, com os dois métodos, uma AFL artificial

(“AFL”) € medida para o peptideo. De fato, considerando a estrutura quimica do peptideo,

somente valores de AC seriam esperados. No entanto, o grupo amina € também uma fonte

de acidez que, devido ao seu valor de pK,, (Tabela 13) aparece como grupos fendlicos.
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Considerando a acidez dos grupos amina como “AFL”, o valor determinado pelo programa
BEST?7 esta de acordo com o valor tedrico estimado (Tabela 12). A baixa AC e alta AFL
deste peptideo detectada com o método de titulacio indireto foram mostradas e discutidas
por Sierra e colaboradores (2004). No trabalho citado, também foi demonstrado que a
hidrélise dos grupos amida influencia nas determinacdes de acidez de SH quando

titulacdes indiretas sdo empregadas.

A Figura 39 mostra as curvas de titulagdo para o 4cido 3,5-dihidroxibenzéico e
para o peptideo DL-alanil-DL-alanina. Comparando estas duas curvas € possivel observar
que acima de pH 7, uma “AFL” é observada para o peptideo. Em compostos como as SH,
portanto, um percentual de grupos amina pode também ter sido associado aos valores de
AFL (Fernandes, 2003; Sierra et al., 2004; Fernandes et al., aceito). Outra interessante
questdo € que, devido ao balango de carga, valores negativos de Qror sdo observados para

o peptideo, como definido pela equagdo abaixo:
Yo J= i+l ]-[er]-[on~]

onde [K'] e [CI] sdo as concentracdes do KOH e KCI adicionados, e [Org] é a
concentragdo da carga orginica anidnica da amostra. Desta equacdo, € evidente que
espécies anidnicas (4cidos carboxilicos) originam valores de Qror positivo enquanto que
espécies catidnicas (grupos amina) devem gerar valores de Qror negativo. O aspecto da
curva de titulacdo para o peptideo estd, entdo, de acordo com a existéncia de um ponto
isoelétrico (plI = 5,60; valores de pK, de 3,05 e 8,16 para o peptideo na Tabela 8). Sendo a
carga total na solugdo aproximadamente zero, isto é, Qror aproxima-se de zero desde que o
nimero de espécies anidnicas seja igual ao nimero de espécies catidnicas. Esta observacao
pode também ter implicacdes na andlise dos dados de SH, considerando que a presenca de
sitios ligantes prétons carregados positivamente em baixa faixa de pH poderia diminuir os

valores de Qror, com uma conseqiiente diminui¢io da detecc¢do da acidez.
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Figura 39. Curvas de titulagdo para o acido 3,5-dihidroxibenzéico e para o peptideo DL-

alanil-DL-alanina usando a EHHM.

Como ambos os modelos (programa BEST7 e EHHM) descrevem
satisfatoriamente o comportamento 4cido para os compostos modelo (exceto para o
peptideo) os resultados apresentados na Tabela 11 sdo, como discutidos anteriormente,
uma conseqiiéncia dos parametros matemadticos aplicados nos diferentes métodos e das
interagdes quimicas entre os grupos funcionais nas titulacdes potenciométricas das SH.
Além disso, outras reagdes além das dcido-base sdo esperadas ocorrer durante os
experimentos. Rea¢des secunddrias laterais originando acidez (ou consumindo hidroxilas),
especialmente na faixa de pHs alcalino, por exemplo, t€m sido freqiientemente detectadas
em titulagdes potenciométricas de SH (Paxéus e Wedborg, 1985; Bowles et al., 1989;
Santos et al., 1999). Estas reacdes ndo sdo instantdneas e t€m sido indicadas como
responsaveis pela variacdo dos valores de pH durante as titulacdes (Santos et al., 1999).
Deste modo, além das origens de incertezas correspondentes aos estudos potenciométricos
de SH acima citadas, existe também aquelas associadas as diferentes condi¢des
experimentais usadas para realizar as titulacdes (Paxéus e Wedborg, 1985; Gregor e Powel,
1987; Bowles et al., 1989; Marshall et al., 1995). Para minimizar estas reacdes paralelas,

titulacdes rdpidas poderiam, em principio, ser empregadas. Entretanto, para encontrar a
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real acidez das SH, isto €, para atingir o equilibrio de todas as reagdes acido-base, tempos
de equilibrio mais longos seria a escolha apropriada. Para analisar estes aspectos foram
comparados os dados obtidos nesse estudo (titulagdes lentas) com aqueles (titulagdes
rapidas) publicados por Ritchie e Perdue (2003) para o mesmo conjunto de AF e AH.
Todos os dados de titulacdo foram tratados com a EHHM e sao apresentados na Tabela 14,

juntamente com aqueles obtidos pelo método de titulacio indireta.

Considerando os resultados da Tabela 14, pode-se observar que para os AH, os
valores de AC, AFL e, conseqiientemente, AT, sdo maiores quando a titulacdo lenta é
adotada. Para as amostras de AF as diferengas entre as titulagdes rdpida e lenta sdo menos
evidentes, com a titulagdo lenta apresentando menor valor de AC e maior valor de AFL.
Apesar desta tendéncia inversa, os valores de AT para titulagGes lentas e rdpidas dos AF
sdo praticamente iguais. Devido a este perfil e, também porque as titulagdes das amostras
de AF foram relativamente rapidas (pH estabilizado rapidamente depois de cada adig@o de
titulante) somente os dados dos AH serdo discutidos. Para estas amostras as titulacdes
levaram mais tempo para que todos os grupos funcionais fossem desprotonados, devido a
maior variacdo dos valores de pH. Esta variacdo de pH é uma conseqii€éncia das reagdes
secunddrias laterais, como a hidrdlise dos peptideos e ésteres, que consomem hidroxila
extra, sendo conseqiientemente incluida nos valores de AT (Bowles et al., 1989; Sierra et
al., 2004). Este efeito ndo € muito notado nas titulagcdes de AF devido a estes compostos
terem uma composicdo quimica menos diversificada. Os resultados apresentados na
Tabela 14 mostram nitidamente a influéncia destas reacdes nos resultados finais: dados de
titulacdo lenta sdo sempre maiores do que aqueles obtidos com a titulagdo rapida. Nenhum
dos dados de acidez obtidos pela titulagdo direta (lenta ou ripida) é compardvel com
aqueles obtidos pela titulacdo indireta, os quais apresentam os maiores valores de AT e

AFL.

Por fim, se os dados de acidez determinados com o programa BEST?7 (titulacdo
lenta, Tabela 11) fossem incluidos na Tabela 14, teriamos quatro diferentes valores de
acidez para cada amostra, com as discrepancias mais acentuadas nos dados de AFL. Tais
informagdes, mais uma vez, relatam a importancia do significado ambiental dos valores de
acidez das SH, principalmente para os AH. Sendo assim, fica claro que estes valores,
apesar de sua considerdvel reprodutibilidade, podem ter apenas um significado

operacional. Em estudos ambientais relativos a acidez de SH, os dados obtidos devem
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sempre ser interpretados considerando: (i) método quimico (direto ou indireto); (ii) o
procedimento experimental (titulagdo lenta ou rdpida) e; (iii) as premissas do modelo

matematico aplicado aos resultados de titulacdo experimentais.

Tabela 14. Acidez’, em meq g, das amostras da IHSS usando diferentes procedimentos.
Os dados de titulacdo lenta e rapida foram tratados pela EHHM (Ritchie e Perdue, 2003).

Os dados de titulagdo indireta foram medidos pelo método de Schnitzer e Gupta (1965).

Amostra Titulaciao AC’ AFL® AT
ACIDOS FULVICOS
Lenta 6,054 £ 0,265 1,889 + 0,705 7,953 + 0,745
Suwannee River Répida 6.29¢ 0.77¢ 7.06°
(1S101F)
Indireta 5,142 £0,054 14,989 + 0,065 20,141 + 0,043
Lenta 5,892 + 0,503 1,652 +£0,372 7,544 + 0,621
Pahokee Peat . . ¢ ¢ c
(1S103F) Rapida 7,17 0,38 7,55
Indireta 5,933 +£0,084 21,120+0,514 27,053 + 0,501
ACIDOS HUMICOS
Lenta 11,081 + 0,291 1,923 £ 0,444 13,004 + 0,533
Elliot Soil
Rapid 5,17° 0,49°¢ 5,66°
(1S102H) apiaa
Indireta 3,903 +£0,052 11,351 +0,251 15,254 £ 0,252
Lenta 13,502 + 0,322 2,499 £ 0,504 16,001 + 0,591
Pahokee Peat
Rapida 5,43° 0,53°¢ 5,93¢
(1S103H)
Indireta 4,462 +£0,013 16,790 +0,271 21,252 +0,253
Lenta 11,191 £ 0,454 1,612 +0,625 12,803 0,754
Leonardite Ripida 5,00¢ 0,77¢ 5,99°
(1S104H)
Indireta 3,325 +0,024 19,928 +£0,292 23,253 + 0,254

“ Desvio padrio relativo 2 3 medidas; ° abreviagdes tem o mesmo significado que na Tabela 9; ¢ dados
obtidos por Ritchie e Perdue (2003).
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4.4. CONSIDERACOES RELATIVAS AO ESTUDO DE QUANTIFICACAO DE
GRUPOS ACIDOS DAS SH

A acidez de amostras de SH provenientes de diferentes ambientes foi
determinada usando o método de titulacdo indireta de Schnitzer e Gupta (1965). Os
resultados de acidez ndo mostraram a tendéncia esperada e as discrepancias foram
atribuidas a peculiaridades da metodologia, que parece incluir outras funcdes, tais como 0s
grupos amida, na determinacdo da AFL. Para esclarecer esta questdo, amostras de SH
padrio da IHSS foram analisadas pelo mesmo método de titulagdo. Estes dados foram
comparados com os dados de acidez determinados por Ritchie e Perdue (2003), para as
mesmas amostras, por meio de titulacdo direta potenciométrica. Outra vez os resultados
ndo foram convergentes e um experimento foi idealizado de modo a testar a validade das
medidas de acidez de SH determinados por diferentes métodos e aplicando diferentes

modelos matematicos.

Os resultados de titulagdo potenciométrica das amostras da IHSS foram
ajustados pelo programa BEST7 e pela EHHM. Os valores de acidez obtidos usando os
dois diferentes tratamentos matematicos para analisar as curvas de titulacio revelaram uma
considerdvel dependéncia do modelo aplicado. Para os mesmos dados experimentais de
titulacdo, a EHHM resultou em uma alta AC e uma baixa AFL, sendo o resultado
praticamente o oposto quando o programa BEST7 foi empregado. Os resultados
mostraram-se igualmente dependentes das condi¢cdes experimentais, com as titulagdes
lentas produzindo maiores valores de acidez. Aplicados a compostos simples como acidos
benzenocarboxilicos e um aldeido, por outro lado, os dois modelos matematicos

produziram bons resultados.

Apesar de todos os métodos utilizados serem bastante reprodutiveis, e
apresentarem baixos valores de desvio padrdo, os valores de acidez encontrados devem ter
um significado operacional e ndo absoluto. Nas determinac¢des de grupos funcionais dcidos
de SH os dados obtidos devem sempre ser interpretados com cautela, e somente devem ser
comparados quando as amostras tenham sido tratadas exclusivamente da mesma maneira.
Desta forma, reforca-se, mais uma vez, a importancia da padroniza¢do das metodologias

estudadas para a determinacio de acidez das SH.
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5.1. ADSORCAO

A adsor¢@o € um processo de concentracdo de uma espécie quimica que ocorre
numa regido interfacial que separa duas fases, formada por um dos sistemas: liquido-
liquido, géds-liquido, gds-sélido ou liquido-sélido (Hiemenz, 1987; Atkins, 1994; Shaw,
1994). O processo ocorre com a reducdo da energia livre superficial, com a producio ou
gasto de uma quantidade de calor. Em sistemas liquido-sélido a adsor¢@o € o processo de
transferéncia de uma ou mais espécies da fase liquida para a fase sélida (Stumm e Morgan,
1996). A substincia adsorvida é denominada adsorvato e o material que adsorve, é o
adsorvente ou suporte (Atkins, 1994). As moléculas e os d&tomos podem aderir a superficie
de um adsorvente de duas formas distintas. Se as interacdes entre o adsorvente sdo forcas
do tipo van der Waals, a adsorcdo ¢ fisica, ou fisissor¢do e, o calor de adsorcdo é pequeno
— da mesma ordem de grandeza dos calores de condensagdo. Essa energia ndo ¢ suficiente
para levar ao rompimento de ligacdes, e as moléculas mantém sua identidade (Atkins,
1994). A adsorcdo fisica é reversivel, no entanto a dessor¢do ¢é dificultada quando o
adsorvente tem muitos poros ou capilares (Humeres et al., 1998). Na adsor¢do quimica ou
quimissor¢do as interagdes sdo mais fortes e ocorrem quebras de ligagdes quimicas. A
energia envolvida é muito maior que na adsor¢do fisica e ocorre a formacdo de um
composto quimico de superficie ou complexacdo de adsor¢@o. Os calores de adsorcdo

envolvidos sdo da ordem de grandeza dos calores de reacdo (Atkins, 1994).

5.1.1. Espectroscopia de Ultravioleta e Visivel - UV-Vis

A espectroscopia de UV-Vis é, muitas vezes, usada para calcular a
concentragcdo das solugdes durante o processo de adsorcdo. Essa técnica se baseia no fato
de muitas moléculas absorverem luz ultravioleta ou visivel (Skoog, 2002). A absorbancia
de uma solugdo € diretamente proporcional ao comprimento do caminho Gtico e a
concentracdo das espécies que absorvem. A equacdo fundamental da espectroscopia de

UV-Vis que mostra essa relagdo é denominada lei de Beer e estd apresentada abaixo:

A=¢bc
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onde A € a absorbincia; ¢ € a absortividade molar em L mol™! cm'l; b o caminho 6tico em
centimetros e ¢ a concentragdo em mol L' A absorcdo de radiagdo UV ou Vis corresponde
a excitagdo de elétrons mais externos. Nas transi¢des envolvendo elétrons m, 6 e 1, a
absorcdo de radiacdo UV e Vis por moléculas organicas estd restrita a certos grupos
funcionais, denominados croméforos que contém elétrons de valéncia de baixa energia de

excitacdo (Skoog, 2002).

5.1.2. Extracao em Fase Solida — SPE

A extrag¢do em fase solida (SPE, solid phase extraction) ¢ uma das ferramentas
mais poderosas e mais empregadas para a extragdo e/ou pré-concentracdo de analitos
presentes em matrizes complexas (Hennion, 1999; Queiroz et al., 2001 e 2006). A SPE
emprega adsorventes recheados em cartuchos, nas formas de barril ou seringa, e os
mecanismos de retencdo sdo idénticos aqueles envolvidos em cromatografia liquida em
coluna. Um cartucho € formado por um tubo de polipropileno contendo cerca de 50 a 500
mg de adsorvente, com 40-60 pum de tamanho de particula, fixado no tubo por meio de dois
filtros. Em geral, os procedimentos de SPE contém cinco etapas: i) ativa¢do do adsorvente
para deixar os sitios ativos disponiveis; if) condicionamento do adsorvente com solvente
adequado para ajustar as for¢as do solvente de eluicio com o solvente da amostra; iii)
introdu¢cdo da amostra, quando ocorre a retencdo do analito e as vezes de alguns
interferentes; iv) limpeza da coluna para retirar os interferentes menos retidos que o

analito; v) eluicdo e coleta do analito (Lingeman e Hoekstra-Oussoren, 1997).

Atualmente um nimero grande de adsorventes estd disponivel comercialmente.
Em geral, os materiais de recheio, empregados para SPE, sdo similares aos usados em
cromatografia liquida. Assim, carvdo ativado, alumina, silica gel, silicato de magnésio,
fases quimicamente ligadas e polimeros, t€ém sido empregados. Dependendo do solvente de
condicionamento e de elui¢do, os grupos mais freqiientemente usados como adsorventes a
base de silica quimicamente ligada podem ser divididos em trés categorias: i) fase reversa:
quando o adsorvente € menos polar que o solvente de elui¢do; ii) fase normal: quando o

7z

solvente € menos polar que o adsorvente e iii) troca idnica (Lingeman e Hoekstra-
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Oussoren, 1997). Para aumentar a seletividade da extracdo os adsorventes podem ser

combinados das seguintes maneiras:

% Dentro de um mesmo cartucho de extragdo, usando as chamadas fases
mistas com vdrios grupos funcionais de caracteristicas diferentes ligados ao mesmo

suporte;

% Fazendo sucessivas extracdes com cartuchos de diferentes recheios,
passando o material eluido do primeiro cartucho para o segundo no modo “on-line” ou

“off-line”;

+» Recheando o mesmo cartucho com diferentes adsorventes, em camadas,
resultando em uma coluna de extracdo tipo sanduiche. Os recentes desenvolvimentos em
SPE tém sido direcionados para a sintese de adsorventes mais seletivos e para novas

configuragdes cromatograficas.

5.1.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE

A CLAE se desenvolveu muito nos ultimos anos, recebendo o nome de
cromatografia liquida porque a sua fase mével é um solvente. Os componentes de um
cromatégrafo liquido sdo: bomba, coluna cromatogréfica, detector e o registrador. E um
método utilizado para separagdo de espécies idnicas ou macromoléculas e compostos
termoldbeis. A fase mdvel da CLAE deve ser um solvente que respeite algumas
caracteristicas impostas por esse método analitico. A principal caracteristica € que a fase
movel dissolva a amostra sem qualquer interacdo quimica entre ambas. Esta fase deve ter
alto grau de pureza ou ser de ficil purificagdo, para que se possa fazer andlises de alta
sensibilidade, pois as impurezas podem interferir na deteccdo do analito por UV. A fase
moével deve ser compativel com o detector empregado e, também possuir polaridade
adequada para permitir uma separacdo conveniente dos componentes da amostra. Embora
existam vdrios solventes, trés deles sdo mais utilizados: 4gua, metanol e acetonitrila. Como
fase estaciondria utiliza-se s6lidos ou semi-rigidos, cujas particulas porosas esféricas ou

irregulares apresentam diferentes didmetros (Skoog, 2002; Peres, 2002).
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A coluna cromatografica é feita de um material inerte que resiste a todas as
pressdes em que ela vai ser usada. As colunas geralmente utilizadas sdo: octadecil (C18,
RP18, ODS), octil (C8, RP8), CN (cianopropil) e NH, (amina). Quanto aos detectores, ndo
existe um que apresente todas as propriedades para que ele seja ideal para a CLAE. Nao
sdo versiteis, ou universais, mas existem detectores que apresentam ampla faixa de
aplicagdes. Os detectores mais usados na CLAE s3o os fotométricos, baseados na
absorvincia no UV-Vis. Os detectores de fluorescéncia, utilizados como método de
detec¢do especifica, sdo sensiveis para substincias que fluorescem. Também sdo utilizados
detectores por indice de refracdo, os quais acompanham continuamente a diferenga no
indice de refracdo entre a fase mdvel pura e o efluente que sai da coluna contendo os
componentes da amostra. A resposta deste detector ¢ moderada, geralmente de ordem
micrograma (Skoog, 2002; Peres, 2002). Neste trabalho foi utilizado um cromatégrafo

liquido equipado com um detector de absor¢do no UV-Vis.

5.2. CONTAMINANTES UTILIZADOS NOS ESTUDOS DE ADSORCAO

5.2.1. Azul de Metileno — AM

Atualmente, a industria téxtil desempenha um papel importante na economia
de muitos paises. Embora as diferencas tecnoldgicas entre as pequenas e grandes industrias
sejam bastante significativas, todas tém em comum a particularidade de utilizar grandes
quantidades de dgua. Este fato, associado ao baixo aproveitamento dos insumos (corantes,
detergentes, engomantes, amaciantes), faz com que a industria téxtil seja responsdvel pela
geracdo de grandes volumes de residuos, com elevada carga orgéinica e forte coloracdo
(Kunz et al., 2002). Quando ndo tratados adequadamente, e langados em dguas naturais, os
efluentes provenientes do processo de tingimento de fibras té€xteis podem modificar o
ecossistema, diminuindo a transparéncia da dgua e a penetragdo da radiacdo solar, o que
pode modificar a atividade fotossintética e o regime de solubilidade dos gases (Souza e

Peralta-Zamora, 2005).
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O AM (Figura 40) é um corante catidnico, muito utilizado como tracador de
dguas contaminadas (Potgieter, 1991). Embora nio possa ser considerado perigoso, 0 AM
provoca efeitos indesejaveis se inalado ou ingerido, por exemplo, ndusea, vomito, diarréia
e gastrite (Giirses et al., 2004; Almeida, 2005). Doses elevadas (acima de 0,50 mg/L —
limite de descarte a0 meio ambiente) provocam dor no peito, dor de cabeca forte, sudorese

excessiva e confusido mental (Ghosh e Bhattacharyya, 2002; CONAMA, 2005).

4 Y
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Figura 40. Férmula estrutural do AM.

5.2.2. 17B-Estradiol e 17a-Etinilestradiol

Um problema que tem sido recentemente levantado nos estudos ambientais € a
presenca cada vez mais marcante e a acdo de substincias com potencial estrogénico. Estes
compostos sdo comumente chamados de disruptores enddcrinos (EDCs, endocrine
disrupting compounds) e sdo conhecidos pelos efeitos bioldgicos que exercem sobre o
meio ambiente (LIU et al, 2004). Um dos mais potentes EDCs € o hormonio 17p-estradiol
(Figura 41), que vem sendo langado ao meio ambiente devido a sua freqiiente utilizacdo
como um aditivo de alimentos para gado, por exemplo, sendo excretados principalmente
por meio da urina. Criagles industriais de animais, como bois e suinos bem como os
efluentes das estacdes de tratamento dos esgotos domésticos sdo as principais fontes de
17B-estradiol para o ambiente — solo e meio aqudtico. O hormodnio sintético 17a-
etinilestradiol (Figura 42) também ¢é considerado um EDC de grande importancia devido a
sua utilizacdo em pilulas anticoncepcionais, sendo assim muito liberado nas urinas

femininas.
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HO

Figura 41. Férmula estrutural do horménio 17p-estradiol.

OH

CH4 //DH

Figura 42. Férmula estrutural do hormonio 17a-etinilestradiol.

Os EDCs sdo liberados direta ou indiretamente ao meio aquitico, alterando
assim a func¢do hormonal e o estado fisiol6gico dos animais aquaticos e do homem (mesmo
em concentragdes da ordem de ng L'l), tais como, desenvolvimento de cincer de prostata,
testiculos, seios e diminui¢do da quantidade e qualidade de espermas no homem assim
como contribui¢cdo para o hermafroditismo e malformacdes nos animais aquéticos (LIU et
al, 2004). De um modo geral os estrogenos sintéticos s@o muito menos ativos do que os
naturais, no entanto estes incrementam a estrogenecidade de outros compostos quimicos.
Atualmente, pouco se conhece sobre a conduta dos EDCs no ambiente natural. Neste
trabalho, experimentos de adsor¢do dos hormdnios 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol de

solucdes aquosas pela turfa foram realizados.
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5.3. PARTE EXPERIMENTAL

5.3.1. Amostragem

Para a realizacdo dos experimentos de adsorcdo do AM e dos hormonios 17f3-
estradiol e 17a-etinilestradiol de solu¢des aquosas uma amostra de turfa (TD) foi utilizada.
Esta amostra, como citado na secdo 3.2 do Capitulo 3 desta tese, contém um grau de
decomposic¢do bastante alto (H7), atribuindo-se a um estado de decomposicdo de 70% do
material analisado (Von Post, 1924). Um valor de 70% no teor de decomposi¢ido representa
um poder de sorcdo intermedidrio, segundo o Relatério do Instituto de Pesquisas
Tecnolodgicas (IPT, 1979), podendo a amostra ser usada como adsorvente de solugcdes

aquosas contaminadas por diferentes poluentes.

5.3.2. Reagentes e Solventes

Os reagentes e solventes utilizados foram todos de grau analitico. O 4cido
cloridrico e o corante AM foram adquiridos da MERCK; o cloreto de célcio da FLUKA-
GARANTIL; o solvente acetonitrila da LAB SCAN. O metanol e o horménio 17p-
estradiol foram adquiridos da RIEDEL-DE-HAEN. O horménio 170-etinilestradiol foi
adquirido da SIGMA.

A dgua utilizada foi a destilada e a Milli-Q (o = 18,2 M2 cm™).

5.4. EXPERIMENTOS DE ADSORCAO

5.4.1. Adsorcao do azul de metileno - AM

Os testes de capacidade de adsorcdo do corante AM foram feitos em batelada

(Figura 43) com base em solugdes de corante nas concentragdes iniciais de 200, 400, 600,
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700, 800, 900, 1000, 1200, 1400 e 1500 mg L. Para cada solugdo estoque foi feita uma
dilui¢do seqiiencial (1:5) de modo a obter uma curva de calibragdo. Os experimentos foram
realizados nas temperaturas de 35, 45 e 60°C e valores de pH de aproximadamente 4,667.
Anteriormente os testes de adsorcdo a amostra TD foi imersa durante 15 minutos em
solu¢io de HCI 6,034 mol L de forma a remover os componentes minerais fracamente
ligados e liberar os grupos funcionais, aumentando assim seu potencial de adsorcio
(Fernandes et al., 2004). Volumes de 50 mL de solucdo de corante, com concentragao
inicial conhecida, foram deixados em contato com 0,1 g de turfa tratada com HCI, sob
agitacdo mecanica. Os experimentos foram acompanhados por coletas periddicas de
aliquotas de solucdo por um periodo de, no maximo, 96 h. Estas aliquotas foram diluidas
em valores pré-determinados de modo a serem analisadas no espectrofotdmetro de UV-Vis
(PERKIN-ELMER Modelo 550S). Apés a diluigao, as solugdes foram centrifugadas por 10
min a 2.000 rpm. O sobrenadante foi recolhido com uma pipeta e analisado por
espectrofotometria UV-Vis. Os valores das absorbancias das solu¢des foram tomados em

um ndmero de onda (L) de 664 nm.

Figura 43. Agitador mecanico de cinco eixos (Almeida, 2005).
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5.4.2. Adsorcao do 17p-estradiol e do 17a-etinilestradiol

Os testes de capacidade de adsor¢do dos hormdnios 17B-estradiol e 17a-
etinilestradiol foram feitos individualmente com base em solu¢do de hormonio na
concentragdo inicial de 0,103 mg L. Os experimentos foram realizados na temperatura de
cerca de 25°C e com valores de pH de aproximadamente 4,667. A for¢a idnica foi mantida
constante com CaCl, 0,012 mol L. Volumes de 210 mL de solucdes de hormdnio, com
concentragdo inicial conhecida, foram deixados em contato com 50, 75, 100, 150 e 200 mg
de amostra TD, sob agitacdo magnética. Para cada ponto experimental fez-se um
experimento separadamente, assim para cada determinado tempo de contato preparavam-se
novos experimentos de adsorcdo para todas as massas de turfa utilizadas. Os experimentos
foram acompanhados por coletas periddicas por periodos de no maximo 36 horas. Apds a
coleta das solucdes, estas foram filtradas e concentradas 50 vezes pela SPE em cartucho

envi-18 (C18) da SUPELCO por meio do seguinte procedimento:

1. Condiciona-se o cartucho de extracdo, passando-se 4 mL de metanol sob
uma vazio de 3 mL min™;

2. Equilibra-se o cartucho pela passagem de 4 mL de dgua Milli-Q sob uma
vazio de 3 mL min™;

3. Seca-se o cartucho pela passagem de ar, sob uma vazio de 3 mL min™;

4. A amostra percola pelo cartucho, com o auxilio do vacuo, sob uma vazio de
3 mL min™;

5. Lava-se o cartucho com 2 mL de dgua Milli-Q, sob uma vazdo de 3 mL
min™;

6. Descarta-se o eluato e seca-se o leito sorvente pela passagem de ar, sob uma
vazdo de 3 mL min™;

7. Elui-se o analito com 4 mL de acetonitrila, sob uma vazio de 3 mL min'l;

8. Seca-se o cartucho pela passagem de ar, sob uma vazio de 3 mL min™",

Ap6s a SPE, os analitos foram analisados em um cromatdgrafo liquido da
JASCO modelo 980 equipado com uma coluna de C18 (PHENOMENEX) e um detector
de absorcdo no UV-Vis. Anteriormente as andlises, curvas de calibracido foram realizadas.

A pressdo do cromatégrafo liquido utilizada foi de 68-70 kg cm™. O nimero de onda
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empregado na deteccdo dos hormdnios foi de 280 nm. Injetou-se um volume de amostra de
50 pL, sob um fluxo de 0,7 mL min™. A fase mével usada foi solugdo de acetonitrila/dgua

65/35. O tempo total da corrida cromatografica foi de 5 minutos.

5.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.5.1. Adsorcao do azul de metileno - AM

A adsor¢do do corante AM de solucdes aquosas pela amostra TD foi realizada
a trés diferentes temperaturas (35, 45 e 60°C), usando diferentes tempos de adsorcdo e
concentragdo inicial de corante. As Figuras 44, 45 e 46 mostram a variacdo da
concentracdo de equilibrio (C.) do corante AM com o tempo, nas temperaturas de 35, 45 e
60°C, respectivamente, para as diferentes concentracdes. Em geral, a quantidade de massa
de AM adsorvida no equilibrio (q.) aumenta com a concentracio inicial de corante (Tabela
15). Um tempo de adsor¢do de aproximadamente 4,5 horas foi suficiente para atingir o
equilibrio para as trés temperaturas estudadas, em todas as concentragdes iniciais de AM,
com percentual de remocdo de corante excedendo a 90% para as solugdes mais diluidas
(200-400 mg L™). Este pequeno intervalo de tempo em conjunto com uma alta taxa de
remocdo de corante indica uma grande afinidade da turfa com o AM, indicando um
provavel processo de adsor¢do quimica, que pode ser resultado das trocas catidnicas entre
os fons H, encontrados nos grupos — COOH da turfa, com os grupos catidnicos do corante.
Em outro experimento usando o barro branco (aluminio-silicato) como material adsorvente
e usando as mesmas condi¢des experimentais (concentragdes e temperaturas) empregadas
neste estudo, por exemplo, um tempo de contato de aproximadamente 48 horas foi
necessario para se atingir o equilibrio do sistema (Almeida, 2005; Almeida et al., 2004).
Naquele caso a adsor¢do do AM pelo barro branco demonstrou ser de natureza fisica. Este
resultado deve-se ao fato que a turfa € um material orgénico e contém em sua estrutura

grupos funcionais capazes de realizar a troca catidnica, enquanto o barro branco é um
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material inorginico e ndo contém este tipo de sitios ativos em sua estrutura, levando,

conseqilentemente, mais tempo para atingir o equilibrio na adsor¢do com o corante AM.

A porcentagem de remocdo de AM pela amostra de turfa diminui em
concentracdes mais elevadas (Tabela 15). Para as trés temperaturas estudadas, a remogao
do corante diminui de aproximadamente 99% para cerca de 40% com uma variacdo da
concentragdo inicial de AM de 200 a 1500 mg L. Apesar disso, a quantidade de massa de
AM adsorvida por grama de turfa aumenta em todos os casos, chegando a valores de ~90 a
~300 mg g de turfa, com um aumento da concentracio inicial de corante de 200 a 1500

1 ., ~
mg L™, atestando a eficicia do processo de adsor¢ao.

Um aumento na temperatura produz um efeito ligeiramente positivo com
relacdo a quantidade de massa de AM adsorvida na faixa de concentracio inicial de 200-
900 mg L' (Tabela 15). Depois disso, a tendéncia ndo € muito clara, com um efeito
negativo sendo observado em alguns casos. A natureza endotérmica da reagdo pode ser
devida ao fato que a maiores temperaturas, um aumento do volume livre do adsorvente
ocorre devido ao aumento do movimento do soluto (Ho e McKay, 2003). Além disso, este
efeito pode também ser causado pela dissolucdo das espécies adsorvidas, modificando o
tamanho dos poros do adsorvente, e aumentando a razdo da difusdo intraparticula (Knocke
e Hemphill, 1981). Para as concentracdes mais elevadas (1000-1500 mg L) este efeito
positivo ndo € verificado, o que pode ser resultado do aumento na tendéncia das moléculas
do AM escapar da fase sélida para a fase liquida com o aumento extremo da temperatura

na solucdo (Panday et al., 1984).

95



CAPITULO V

Tabela 15. Quantidade de massa de AM adsorvida e sua respectiva porcentagem de remocao, no equilibrio, pela amostra de turfa.

Concentracio Inicial de AM em mg L™ (Cy)

200 400 600 700 800 900 1000 1200 1400 1500
T Quantidade de Massa de AM Adsorvida pela Turfa em mg g™ (q.)
35°C 84,748 174,431 181,107 182,714 181,726 159,040 218,733 316,667 324,024 303,583
45°C 92,749 189,323 177,131 179,023 183,289 196,856 202,474 212,952 285,708 284,666
60°C 92,393 189,555 188,481 218,156 226,826 232,931 210,548 286,817 325,592 320,071
T Porcentagem de Remocao de AM pela Turfa (%)
35°C 98,402 85,889 54,992 50,076 41,463 34,192 38,500 49,662 45,665 40,842
45°C 99,646 90,330 62,162 51,876 44,275 43,244 40,071 36,264 38,731 36,443
60°C 99,265 90,441 74,445 67,084 59,754 52,727 45,123 48,843 44,138 41,976

*Temperatura.
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Figura 44. Remocdo progressiva do AM de solugdes aquosas pela turfa, para diferentes
concentracdes iniciais de AM, a 35°C. Legenda: m 200; e 400; A 600; V 700; <« 800; »
900; ¢ 1000; m 1200; ® 1400; * 1500 mg L.
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Figura 45. Remocdo progressiva do AM de solugdes aquosas pela turfa, a diferentes

concentragdes iniciais, a 45°C. Os simbolos t€m mesmo significado que na Figura 44.
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Figura 46. Remog¢do progressiva do AM de solucdes aquosas pela turfa, a diferentes

concentragdes iniciais, a 60°C. Os simbolos t&€m mesmo significado que na Figura 44.

Para todas as temperaturas estudadas, um rdpido aumento na quantidade de massa de AM
adsorvida € observado com um aumento na concentragéo inicial de 0 a 400 mg L" (Figura
47). Entre 400 e cerca de 1000 mg L' a quantidade de massa adsorvida permanece
praticamente constante. Para a temperatura de 35°C, acima desta faixa de concentragio,
outro aumento ocorre, resultando em um segundo platé em maiores concentragdes. Para os
experimentos de adsor¢do nas temperaturas de 45°C e 60°C, este segundo platd ndo € bem
definido, mas os resultados sdo comparaveis (Figura 47). Estas sdo caracteristicas tipicas
de processos onde ocorre a saturacdo de mais de uma camada. Para as concentragdes mais
diluidas (200-400 mg L") a maior parte do corante em solugio é transferido para a camada
superficial da TD, devido a grande disponibilidade dos sitios reativos na amostra. Como
conseqiiéncia, a quantidade de massa de AM adsorvida aumenta com a concentracdo
inicial enquanto a concentragdo no equilibrio permanece praticamente constante e proxima
de zero. Para a faixa de concentracdo inicial de 400-1000 mg L nenhum sinal extra de
adsor¢@o € observado, indicando a saturacdo da camada superficial da TD (Figura 47).
Para valores de concentracio inicial de¢ AM maiores do que 1000 mg L' um novo processo

de adsor¢do, com a saturagcdo da segunda camada adsorvedora, parece ocorrer. Perfis como
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estes ndo podem ser descritos pelas equacdes das isotermas de Langmuir e Freundlich, as
quais assumem que, uma vez que uma molécula adsorvida ocupe seu respectivo sitio
reativo, nenhuma adsor¢@o posterior deve ocorrer (Langmuir, 1918; Allen et al., 1988).
Além disso, os gréficos de C,/q, versus C, e In g, versus In C,, os quais sdo usados nos
célculos de Langmuir (1918) e Freundlich (1906), ndo foram lineares para os dados de
adsorcdo apresentados e por isso ndo foram mostrados. Resultados similares foram
encontrados por Allen e colaboradores (1988) analisando isotermas da adsor¢cdo de um
corante bdsico, como o AM, com uma amostra de turfa. Suas isotermas também ndo se
ajustaram as equacdes de Langmuir e Freundlich e tais perfis foram atribuidos a criacdo de
novas superficies de adsorc@o pela expansdo das particulas adsorventes devido a pressio
das moléculas adsorvidas. Segundo Allen e colaboradores (1988), as moléculas do corante
migram por meio da solucdo para a superficie externa de onde se movem para dentro da
particula da turfa por um processo de difusdo, sendo entdo adsorvidas em sitios reativos da
superficie interna. Desta forma, as moléculas do corante podem ser ligadas aos sitios
anteriormente impedidos. Uma interpretacdo similar pode ser feita para os dados de
adsorcdo do AM pela turfa aqui apresentados: quando a concentracdo do AM em solugdo é
suficientemente alta (acima de 1000 mg L), o processo de difusdo intraparticula deve
iniciar-se. Considerando que a amostra de turfa em questdo contém grupos funcionais
carregados negativamente, o corante basico AM estudado poderia ser adsorvido por meio
de interacdes eletrostaticas, troca idnica e reagdes quimicas. Para 45°C e 60°C, as isotermas
mostram que ndo existe um limite bem definido entre o processo de ocupag@o da primeira
e das camadas seguintes, provavelmente devido a ocorréncia simultanea entre a saturacio e

difusdo intraparticula.
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Figura 47. Isotermas de adsor¢do do AM pela turfa a 35, 45 e 60°C.

A cinética da adsorcdo para a temperatura de 35 °C foi avaliada por meio das
equacdes de pseudo-primeira-ordem (Lagergren, 1898), pseudo-segunda-ordem e difusdo

intraparticula (Weber e Morris, 1963) abaixo apresentadas:

In(q, —q,) =Ing, —kt (pseudo-primeira-ordem)
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—= +—t (pseudo-segunda-ordem)

g, =kt">+C (difusdo intraparticula)

Considerando os coeficientes de correlagdo destas equagdes, uma tendéncia cinética de
adsorcdo de: pseudo-segunda-ordem (0,99) > difusdo intraparticula (0,96) > pseudo-
primeira-ordem (0,89), foi encontrada. Uma adsor¢@o de pseudo-segunda-ordem indica que
o processo ¢ dependente da quantidade de AM e dos sitios reativos na turfa. Além disso, o
grifico da difusdo intraparticula (Figura 48) mostra claramente um processo de adsor¢ao
de dois estdgios, com o primeiro estdgio apresentando uma constante de velocidade maior
do que o segundo. Esta informacdo confirma as suposi¢des previamente citadas, ou seja,
que a adsor¢do do AM pela turfa é conseqiiéncia de dois processos. Os resultados sugerem
que o AM ¢ adsorvido pela superficie externa da turfa, em um processo rapido. Quando a
adsorcdo da camada externa da turfa atinge a saturacdo, as moléculas do corante movem-se
pelos poros para o interior das particulas e sdo adsorvidas pela superficie interna da turfa.
Desta forma, o processo de adsor¢do parece ser controlado por dois mecanismos: pseudo-

segunda-ordem e difusdo intraparticula.
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Figura 48. Cinética de difusdo intraparticula da adsor¢do do AM pela turfa a 35°C.
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5.5.2. Adsorcao do 17p-estradiol e do 17a-etinilestradiol

As Figuras 49 a 52 mostram a variagdo da porcentagem de remocdo dos dois
hormdnios estudados com o tempo, para diferentes massas de turfa (50, 75, 100, 150 e 200
mg) e em concentracdo inicial de hormonio de cerca de 0,10 mg L"'. Em todos os
experimentos a concentracdo inicial de hormonio foi mantida constante. Este valor foi
escolhido, pois estd dentro da faixa limite de concentracdo encontrada no meio ambiente e,
também, para que apds a adsor¢do, os compostos pudessem ser ainda detectados pela
CLAE. Em todas as curvas observa-se o aumento da remog¢ao do horménio com o tempo
de contato, chegando a valores relativamente altos de porcentagem de remocao. Em todos
0s experimentos um aumento de remogdo mais significativo € observado nas primeiras
horas. Com o passar do tempo e para massas maiores de turfa ocorre uma turvacdo na
solugdo devido a dissolucdo da MO na amostra. Esta solu¢do absorve na mesma faixa de
nimeros de onda que os hormoénios estudados. Desta forma, os experimentos foram
mantidos até determinados tempos de contato de tal forma que a quantidade de MO

dissolvida em solu¢@o néo interferisse na quantificacdo dos hormonios pela CLAE.
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Figura 49. Variag¢do da porcentagem de remocdo do 17-estradiol para amostras de turfa

de 50, 75 e 100 mg.

102



CAPITULO V

80 -

70+

60

50

404

Porcentagem de remogdo (%)

30 1

—0— 150 mg
—0— 200 mg

20

Tempo (h)
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Figura 51. Variacio da porcentagem de remocdo do 17a-etinilestradiol para amostras de

turfa de 50, 75 e 100 mg.
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Figura 52. Variacio da porcentagem de remocdo do 17a-etinilestradiol para amostras de

turfa de 150 e 200 mg.

Para todas as massas de turfa utilizadas o percentual de remocdo chegou a
valores de 76% para o 17p-estradiol e de 54% para o 17a-etinilestradiol (Tabela 16), ja
descontando os valores relativos a porcentagem de recuperagdao dos hormonios na SPE.
Entretanto, o aumento da massa de turfa resultou numa reducido do tempo de adsorcdo.
Assim, quanto maior a massa de turfa mais rdpida a remoc¢do de hormonio em solu¢do. Em
todos os experimentos, a porcentagem de adsor¢do foi menor para o 17a-etinilestradiol do
que para o 17p-estradiol. Esta diferenca deve estar ligada as particularidades estruturais de
cada hormoénio (Figuras 42 e 43). O 170-etinilestradiol possui caracteristicas mais
apolares do que o 17B-estradiol devido a presenca do grupo etinil em sua estrutura,
podendo desta forma ter menos afinidade pela turfa. Além disso, pelo mesmo motivo, nos
teste de recuperagdo dos hormonios nos cartuchos de C18 na SPE, o primeiro mostrou

menores porcentagens de recuperacio (77%) do que o segundo (95%).

A concentracdo de hormdnio em solugdo apds a adsor¢do permaneceu
praticamente constante para todos os casos, indicando que o limite de remocgdo ja foi

atingido no experimento de menor massa de turfa, sendo o fator limitante o tempo de
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exposicdo e as energias de interacdes entre a turfa, hormdnios e solvente. Quando a

solugdo torna-se diluida, a estabilizagdo do soluto vai aumentando, sendo a conseqiiéncia

deste resultado a dificuldade de remover os ultimos tragos do soluto na solucio (Atkins,

1994). Novos experimentos de adsor¢do deveriam ser realizados de modo a avaliar estas

questdes, usando, por exemplo: menores massas de turfa, diferentes concentracdes de

horménios, diferentes temperaturas. Apesar dos problemas citados, os resultados obtidos

mostraram que o grau de adsor¢do da turfa em relacdo aos hormdnios estudados abre

perspectivas para a sua utilizacdo na remog¢do destes contaminantes em efluentes.

Tabela 16. Resultados relativos a remog¢ao dos horménios de solugdes aquosas pela de turfa.

Parametros de Massa de Turfa (mg)
Adsorcdo 50 75 100 150 200
178-ESTRADIOL
Tempo (h) 30 30 24 10 7
Porcentagem de 73,053 72,718 73,215 71,508 76,225
Remocio (%)
Quantidade de Massa ) 39 0,218 0,165 0,107 0,086
Adsorvida (mg g™)
Concentracio Apés 0,022 0,022 0,022 0,023 0,018
Adsorcao (mg L")
170-ETINILESTRADIOL
Tempo (h) 36 36 30 14 10
Porcentagem de 54,978 52,279 54,056 54,510 54,542
Remocao (%)
Quantidade de Massa ) 35 0,205 0,159 0,107 0,080
Adsorvida (mg g™)
Concentracdo Apés 0,023 0,027 0,024 0,024 0,024

Adsorcao (mg LY

105



CAPITULO V

5.6. CONSIDERACOES RELATIVAS AO ESTUDO DE ADSORCAO DE
DIFERENTES CONTAMINANTES PELA TURFA

A amostra de turfa aplicada nos experimentos de adsor¢do do AM de solugdes
aquosas apresentou-se altamente efetiva, com porcentagens de remocdo excedendo a 90%
em alguns casos. A porcentagem de adsor¢do foi maior para as concentracdes mais
diluidas, mas, mesmo assim, a quantidade efetiva de massa de AM adsorvida no equilibrio
aumentou com o aumento da concentragdo e temperatura. A andlise das isotermas e dos
parametros cinéticos mostrou que o processo de remocdo do AM pela turfa é controlado

por adsorcdo de pseudo-segunda-ordem e difusdo intraparticula.

A turfa mostrou-se potencialmente interessante no tratamento de solugdes
contendo hormonios, chegando a valores de remogao de até 76% para o 17B-estradiol e de
54% para o 17a-etinilestradiol. Para as solu¢des contendo maiores massas de turfa, o
tempo de contato para atingir os mesmos valores de porcentagem de remog¢ao foi menor do
que para as solugdes de menores massas. Entretanto, no final dos experimentos, os
percentuais de remocao foram praticamente idénticos. Aparentemente, o limite de remocao
foi atingido na primeira amostra. De maneira geral, a turfa empregada nos estudos de
remoc¢do de corante e hormdnios mostrou-se eficiente, demonstrando a potencialidade

deste material para a recuperagado de efluentes contaminados com estes compostos.
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6.1. CONCLUSAO

<> No que diz respeito a caracteriza¢do quimica e espectral, a MO (solos e
turfas) apresentou uma maior composi¢do de estruturas com uma grande incidéncia de C
alquilicos substituidos por O, como os polissacarideos, quando comparadas com suas
respectivas SH. De um modo geral, apesar das alteracdes estruturais apds a extragdo e
purificacio das SH, as razdes atdmicas assim como a IV e CP/MAS-RMN "°C podem ser

usadas para caracterizar e diferenciar amostras de MO como SH;

< Os resultados de acidez, determinados pelo método de titulacdo indireto,
das amostras de SH de ambientes distintos (estuarinos, marinhos, dgua doce, terrestres,
turfas) ndo mostraram a tendéncia esperada, gerando ddvidas quanto a validade da
metodologia usualmente empregada neste tipo de estudo. Do mesmo modo, a quantificacio
dos grupos 4cidos das SH da IHSS, usando o programa BEST7 e EHHM para tratar os
dados de titulagdo potenciométrica, revelou uma considerdvel dependéncia do modelo
aplicado e das condicdes experimentais. Para as substincias simples (4cido 3,5-
dihidroxibenzodico, acido 2,4-dihidroxibenzodico e acido ftalico, 4-hidroxibenzaldeido e
DL-alanil-DL-alanina), por outro lado, ambos os métodos produziram resultados
compativeis com o valor tedrico. Destes estudos concluiu-se que os valores de acidez de
SH obtidos por qualquer método de titulacio nao devem ser considerados definitivos ou

absolutos e devem ser interpretados com cautela;

X A amostra de turfa mostrou-se efetiva na adsor¢do do AM e de
horménios (17B-estradiol e 17a-etinilestradiol) em meio aquoso. Estes experimentos
demonstram a potencialidade da turfa na recuperacdo de ambientes contaminados com

poluentes similares a estes.
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