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Ante esse escuro problema
Ha muito irénico rir.

Pra nos o vento da esp'ranca
Traz o pélen do porvir.

E enquanto o cepticismo
Mergulha os olhos no abismo,
Que a seus pés raivando tem,
Rasga o0 mocgo os nevoeiros,
Pra dos morros altaneiros

Ver o sol que irrompe além.

Toda noite — tem auroras,
Raios — toda a escuriddo.
Mocos, creiamos, ndo tarda
A aurora da redencdo.
Gemer — é esperar um canto...
Chorar — a guardar que o pranto
Faga-se estrela nos céus.
O mundo é o nauta nas vagas...
Terd do oceano as plagas
Se existem justica e Deus.

[...]
Basta!... Eu sei que a mocidade
E 0 Moisés no Sinai;
Das mdos do Eterno recebe
As tdbuas da lei! — Marchai!
Quem cai na luta com gloria,
Tomba nos bragos da Historia,
No coragdo do Brasil!
Mocos, do topo dos Andes,
Piramides vastas, grandes,

Vos contemplam séc'los mil!

Castro Alves
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Resumo

O 4&cido humico comercial foi dializado e caracterizado por andlise
elementar, acidez total, espectroscopia no infravermelho e de UV/Vis, por
espectrometria *C-NMR no estado sdlido, por termogravimetria, microscopia
eletrbnica de varredura e por isoterma de adsor¢do de N.. O acido hudmico
acidificado foi titulado potenciometrica e condutimetricamente a fim obter a
densidade de carga superficial, bem como o ponto de carga nula do material. O
acido humico foi também titulado com HNO3; e NaOH para obter o valor da sua
capacidade tampao (B). O &cido humico apresentou a regido de carga
aproximadamente nula no intervalo de pH 35 a 6, também apresentou
comportamento de tampéao tanto para adicdo de acido como de base, além disso,
apresentou uma excelente capacidade tampao para adicdo de NaOH. Mostrou uma
acao tamponante entre os valores de pH 55 a 8.0, e uma capacidade de
tamponamento maxima em pH = 6.0. O mesmo estudo foi acompanhado
calorimetricamente a fim de determinar a entalpia da interacdo entre H/OH e o
tamp&o, de que resultou em uma entalpia maxima de -38.49 kJ mol" em pH = 6,0.
Este valor sugere que a atividade do tampao esta baseada na quimiossor¢cao da

hidroxila.
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Abstract

Commercial humic acid was dialyzed and characterized by elemental
analysis, total acidity, infrared and UV/Vis spectroscopy, solid state '*C-NMR
spectrometry, thermogravimetry, scanning electron microscopy, N. adsorption
isotherms. Titration of acidified humic acid with NaOH was followed by potentiometry
and conductometry in order to determine the surface charge density and the point
zero of charge. Humic acid was also titrated with HNO3; and NaOH to obtain buffer
capacity value (). Humic acid presented surface charge density approximately zero
in the pH range 3.5 to 6, and also presented buffer behavior by base and acid
addition, moreover, an excellent buffer capacity was observed in addition of NaOH.
Humic acid showed buffer action between 5.5 and 8.0 of pH range, and a maximum
buffer capacity was observed at pH = 6.0. The same study was followed
calorimetrically in order to determinate the enthalpy of interaction between H*/OH’
and buffer, which resulted in a maximum enthalpy of -38.49 kJ mol ™" at pH = 6.0. This
value suggests that the buffer activity is based on chemisorption of hydroxyl.
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1 Introducao

1.1 Acidos Humicos

A transformacédo de substancias de origem bioldgica nos solos, aguas e
sedimentos leva a formacao das substancias humicas (SH). Um dos seus principais
constituintes & o &cido humico (AH).'?

Acidos humicos sdo macromoléculas amorfas, polidispersas, de carater
predominantemente acido, de natureza polieletrolitica, tridimensionais com alto peso
molecular. Muitas estruturas foram propostas para estes compostos, entretanto
destacam-se as citadas por Stevenson (1982), Kononova (1966), os quais sugerem
uma estrutura composta por OH fendlicos livres e ligados, quinonas, nitrogénio
ligando unidades, estruturas aromaticas e grupos carboxilicos distribuidos ao longo
da cadeia aromatica e, por Schnitzer e Khan (1972) que apresentam uma estrutura
fendlica com &cidos carboxilicos arométicos unidos por ligagdes de hidrogénio

formando uma estrutura polimérica de consideravel estabilidade quimica.'*?

Atualmente, apesar do grande numero de pesquisas desenvolvidas sobre a
estrutura do AH, considera-se uma definicAdo menos pragmatica e mais abrangente.
Os é&cidos humicos sao considerados biopolimeros altamente funcionalizados, ricos
em carbono, que sdo “ancorados” na matéria organica dos solos e fixados as argilas
e minerais funcionam como tampdo e armazéns térmicos. Sao substancias
retentoras de agua, ligam-se a metais e atuam como sorventes, por isso sao
considerados reguladores de solos e sedimentos. Estes compostos amorfos sao
materiais fractais, cujas estruturas tem sido modeladas a fim de se determinar sua

provavel estrutura.’

1.2 Substancias Humicas

O termo substancias humicas refere-se a uma categoria de materiais de
ocorréncia natural com coloragdo escura e massa molecular relativamente alta,
encontrados ou extraidos de solos sedimentos e aguas naturais. Constituem uma

das formas mais abundantes de matéria organica da superficie da Terra. As SH séo,
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genericamente, divididas em dois grupos: substancias humicas do solo e
substancias hiimicas aquéticas.

1.2.1 Substancias humicas de solo (SHS)

O solo é o considerado um sistema aberto natural e heterogéneo que troca
energia e matéria com as vizinhangas da atmosfera, hidrosfera e biosfera. Suas
caracteristicas variam com o tempo e o0 espagco devido as incessantes
transformagbes quimicas, fisicas e biologicas que, também, determinam sua
fertilidade."® Os solos sdo constituidos por uma porcéo inorganica e outra organica.
A porcao organica, por sua vez, é formada por uma mistura de produtos, em varios
estagios de decomposicdo, resultantes da degradacdo quimica e biologica de
residuos vegetais e animais e da atividade metabdlica de microrganismos. Essa
matéria é chamada de humus e pode ser dividida em substancias humicas e
substancias ndao humicas. Substancias quimicamente bem definidas, tais como
polissacarideos, proteinas, ligninas, agucares, acidos nucléicos, entre outros,
compdem o grupo das substancias ndao humicas que representam cerca de 20% do
humus. Enquanto substancias cuja estrutura quimica nao é bem definida, compondo
um grupo de compostos heterogéneos, correspondem a 80% em media do humus,
formam as chamadas substancias htimicas.”®

O termo humus (do latim equivalente ao solo) foi introduzido em 1804 por
Saussure para descrever o material organico de coloracao escura originado do solo.
Percebeu que humus era derivado de residuos de vegetais, sendo rico em carbono,
mas pobre em hidrogénio e oxigénio.? Anteriormente, em 1786, Achard realizou a
primeira tentativa de isolar substancias humicas de solo submetendo turfas a
solventes alcalinos e obteve uma solugdo escura que precipitava por acidificagao.
Esse material, soluvel em élcali e insolavel em &acido, foi denominado acido humico,

cuja definicdo operacional se mantém até hoje.’

As substancias humicas dividem-se, operacionalmente, em trés principais
fracoes de acordo com a solubilidade em meio aquoso em fungcdo do pH: &cidos
humicos sao definidos como a fragado das SH soluvel em meio alcalino diluido e que

precipita por acidificacdo; acidos fulvicos (AF) que permanecem em solugdo quando

Jonas Pertusatti — Dissertacdo de mestrado 2
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o extrato alcalino é acidificado e a humina, fracado insoluvel em qualquer faixa de
pH."?

1.2.2 Substancias humicas aquaticas (SHA)

Em sistemas aquaticos, a matéria organica pode ser dividida em particulada e
dissolvida. A diferenciacdo €é puramente operacional, baseada em métodos
cromatograficos de extragdo. Thurman & Malcolm definiram substéncias hdmicas
aquéticas (SHA) como a porgdo nao especifica, amorfa, constituida de carbono
orgéanico dissolvido (COD) em pH 2 e adsorvente em coluna de resina XAD 8 (poly-
Metilmetacrilato), " néo iénica e com altos valores de coeficiente de distribuicio. A
fracdo extraida de COD em uma amostra depende do tipo de resina utilizada, da
quantidade de amostra e do eluente utilizado. Conseqlentemente, amostras
extraidas por métodos diferentes geralmente ndo sdo comparaveis. '© SHA
compreendem cerca de um terco até a metade do COD na agua e sao constituidas
em sua maior parte por acidos hidrofobicos. Estes podem apresentar concentracao
de 20 mg L™ em &guas de subsolo, chegando a 30 mg L™ em aguas de superficie e
0,0029 mg L' em &guas marinhas. Grande parte do COD em sistemas aquaticos
tropicais com coloragdo escura como, por exemplo, o Rio Negro, AM, Brasil,
apresentam grandes quantidades de substancias humicas aquaticas, as quais sédo

também responsaveis pelo baixo pH desses mananciais, entre 3,5 - 3,9.512

1.2.3 Mecanismos propostos para a formacao das SH

Devido a natureza heterogénea e complexa das substancias humicas, pouco
se sabe sobre sua origem, sintese, estrutura quimica e fungdes no solo e nas aguas,
apesar dos varios estudos que envolvem a tentativa de elucidacdo de suas
estruturas. A humificagdo na natureza € um processo gradativo que leva milhares de
anos, dando origem as substadncias humicas com diferentes caracteristicas

estruturais.’® 13

A Figura 1 esquematiza as principais vias propostas para a formagédo das SH.
O principal processo € a oxidagdo de substratos hidrolisados monoméricos, para
formar polimeros macromoleculares de cor mais ou menos escura e peso molecular

elevado. As vias podem ocorrer simultaneamente no solo, porém, ndo com a mesma
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extensdo e importancia. A via da lignina pode se processar predominantemente em
solos mal drenados e em areas hidromérficas, enquanto que a sintese a partir de
polifendis pode ser de consideravel importédncia para certos solos de florestas.
Devido a rapida assimilagdo biolégica dos agucares, a teoria de condensacao de

aminoagcUcares, é valida principalmente para meios de baixa atividade bioldgica. °

Residuos vegstais e animais

l

Acao de microorganismos

Aclicares
; Polifendis Frodutos de

J degradacio de lignina

Compostos
nitrogenados

Ligninas
modificadas

Quinonas )
Cuinonas

Substancias humicas

Figura 1. Principais vias proposta para a formagao das substancias humicas pela
decomposicado de residuos animais/vegetais no solo.°

A complexidade e a heterogeneidade estrutural, bem como a auséncia de uma
identidade estrutural genérica, influenciadas pelo grau e pelo mecanismo de
decomposicdo da matéria organica original proporcionaram o aparecimento de
varias propostas de estruturas para AH. Schulten et al., em 1991, a partir de estudos
espectroscopicos, pirdlise, degradagao oxidativa e microscopia eletrénica, prop6s as
estruturas esquematizadas na Figura 2.a " e 2.b."

Ja Piccolo em 2001, baseado em cromatografia e eletroforese capilar, propde

um novo conceito estrutural para o AH, a qual nao seria extremamente complexa,
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mas formada pela agregacdo complexa de pequenas moléculas humicas, isto €,
uma estrutura supramolecular.®'®
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Figura 2. Estruturas propostas para acidos htimicos por Schulten e Schnitzer.'*'°
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As caracteristicas fisicas e quimicas de acidos humicos extraidos de
diferentes localidades dependem de muitos fatores como o tipo do material original,
condi¢des climaticas, acidez e grau de umidade do solo. Apesar da composi¢ao
variada, dependendo da origem e do método de extragdo, ha muitas caracteristicas
em comum entre diferentes AH que se sobrepbem as diferencas. A composicao
elementar média, a porcentagem de carbono esta na faixa de 38 a 60%, a de
oxigénio entre 35 e 46%, a de nitrogénio entre 0,5 e 3% e hidrogénio abaixo de
6%,'®'" como pode ser observado na Tabela 1. Também, os grupos funcionais
predominantes como carboxilas e hidroxilas fendlicas e alcodlicas, o grau de acidez,
o intervalo de massa molecular que para o acido fulvico situa-se entre 800-1000 Da
e para o AH, entre 2000-3000 Da', as propriedades no meio ambiente, entre outras

caracteristicas.’>1316

Tabela 1 — Andlise elementar (percentual em massa) de diferentes acidos humicos.

AH (Aldrich)'’ AH de solo'® AF de solo® AH aquético'®
EX 5959 3899 552 5207
% H 3,90 3,95 5,63 5,07
% O 35,55 36,35 45,97 39,93
% N 0,80 0,60 2,78 2,37
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1.2.4 Importancia dos AH no meio ambiente

A presenca dos acidos humicos no ambiente pode possibilitar efeitos

benéficos a solos, sedimentos e dguas naturais tais como:

v

20,21

Influenciam a biodisponibilidade de metais, bem como de micro e

macronutrientes para as plantas;

Influenciam no transporte, acumulo e concentragao de espécies metéalicas no
ambiente.?’ A elevada acumulacdo de Cu®* em turfas é atribuida & presenca
desses compostos; %

Influenciam diretamente na toxicidade de alguns metais, formando complexos

com diferentes labilidades relativas.?%??

Interacdo de AI** com material organico é importante no controle desse metal

em solo &acido;?*

A complexagdo com metais no solo auxilia na produgdo de compostos como
aminoacidos e acidos alifaticos por microorganismos;

Podem interagir com compostos organicos como, pesticidas e herbicidas,

diminuindo sua biodisponibilidade e toxicidade;?**’

Possuem coloragao escura o que aumenta a retencado de calor auxiliando a

germinacao de sementes;

A elevada capacidade de retengédo de agua (até 20 vezes sua massa) auxilia

a conservagao do solo contra erosao;

Ao se combinarem com argilas e minerais formam agregados que cimentam

as particulas do solo fazendo com que pouca matéria organica seja lixiviada;

Atuam como fertilizantes naturais cedendo nutrientes importantes para o
desenvolvimento dos vegetais como NH,*, NOg', PO,* e SO4?, resultantes de
sua formagao e decomposicdo.?®

Desempenham agdo tamponante em amplo intervalo de pH o que auxilia a

manutencao das condi¢des reacionais de solo.??®
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1.2.5 Interacao dos acidos humicos com metais

Uma das principais propriedades do acido humico é a sua capacidade de
interacdo com espécies metdlicas, pois através destas interagdes, sao
biodisponibilizados a maioria dos micro e macro-nutrientes as plantas, bem como as
propriedades de interacdo com compostos argilo-minerais que garantem a
cimentagcdo do solo. No entanto, deve-se tomar cuidado nestes estudos, pois a
capacidade de interacdo dos AH com os metais dependem diretamente da
protonacéo/desprotonagédo de sua superficie. Assim, a grande capacidade de
interagdo com metais que o AH apresenta € dependente do valor do pH. Pode ser
observado que com a adicdo de metal em uma solugdo contendo AH, ocorre
liberacao de prétons a solugao, comprovando que os metais devem interagir com os

grupos carboxilicos.

Esta excepcional capacidade de complexacdo de metais pelo AH esta
diretamente ligada ao alto teor de oxigénio encontrado na sua estrutura na forma,
principalmente, de grupos carboxilicos e fenélicos.??° O estado coloidal do AH e sua
estrutura macromolecular retém ions metélicos de varios modos, tais como,
adsorgao por atracao eletrostatica (forgas de van der Walls) e ligagées de hidrogénio
formando complexos de esfera externa, ou por quelagcado e/ou complexagao atraves
de ligagdes coordenadas formando complexos de esfera interna,®® como pode ser
observado na Figura 3. As interagcdes entre metais e AH formam um sistema coloidal
polidisperso relativamente complicado determinado por uma série de fatores,
incluindo numero de atomos que formam a ligacdo com o metal, concentragdo do

fon metalico, pH e tempo de complexagdo.*
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® @ @
ol o O Q@ Q@
2 % A PR

COMFLEXOS DE COMPLEXOS DE ESFERA INTERNA
ESFERA EXTERNA

Figura 3. Arranjos estruturais em complexos de superficie. Possiveis complexos de
adsorcao na interface agua/soélido (representada pela linha horizontal). O substrato

sOlido estd abaixo da linha horizontal, j& a solugdo estd acima. O simbolo
representa um atomo metalico adsorvido em varios tipos de complexos de adsorgao.

Os simbolos @ e ® representam atomos de oxigénio e hidrogénio,
respectivamente.®’

Para reacdes de complexacao, todos os modelos de estudo sdo empiricos
devido a complexidade do sistema. Um modelo deve, entdo, descrever a interacao
do metal em fungéao do pH, da concentracdo de AH e da forga ibnica. A expressao
de equilibrio que descreve uma reacao de complexacao de uma espécie metalica

por um sitio simples 8921

mM + L <= M,L (1)

K _ [Mle]

= 2
[M]"[L] @

Onde M, L e ML representam as concentracdes do ion metalico livre, ligante e
complexo, respectivamente.®%2° Para AH, pelo fato do sistema ser polifuncional, o
nuamero de parametros é muito grande o que requer muitas aproximacoes para que
0os parametros sejam estatisticamente significativos. Por exemplo, considerar os
sitios complexantes como ligantes dissolvidos na solu¢ao, ndo considerar interacoes

entre eles e negligenciar a influéncia da carga elétrica da molécula na reacdo de
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complexacdo.® A concentragdo do metal complexado é calculada a partir do balango

de massa [ML]=[M], ., —[M]. A fragao de sitios de ligagao f, é definida como

total

[ML).
| —— 3)
[L];
Em que, [L] é a concentracdo total de sitios de complexagdo, em mol L™,
considerando-se um numero finito de diferentes sitios complexantes. Como para AH,
a massa molar ndo é definida por um unico valor e a concentragao total de sitios néo
é conhecida, a priori, se expressa a fragéo de sitios como:®
ML].
re e @)
{P}
Em que {P} é a concentragéo do ligante, em g L', e CC é a capacidade complexante
(numero de mol de sitios de complexacao por grama do ligante). Das equacdes (3) e
(4), a expressado da constante de equilibrio condicional K, em pH e forgca iénica
constante pode ser:®

_ [ML],

= 5
ML), ©

A estabilidade cinética e termodindmica das espécies M—AH influencia
diretamente seu transporte, acumulo e biodisponibilidade no meio ambiente. Desta
forma, a investigacdo dos processos de troca entre metal e AH sao importantes para
caracterizar qualitativa e quantitativamente espécies metdlicas no ambiente.
Processos de troca ibnica entre ions metalicos e complexos metdlicos

macromoleculares, como AH-M, podem ser descritos pelo seguinte equilibrio: 8%2°

K

AH-M +Tr=M —Tr+ AH (6)

Onde AH-M indica espécies formadas entre o metal e AH, Tr é a resina trocadora

ibnica e M-Tr é a espécie formada pelo metal e a resina.?°

Um aspecto interessante sobre a interacdo de AH com metais é que estas
interacdes sao endotérmicas (AH>0) e espontaneas (AG<0). Assim, estas interacdes
séo dirigidas pelo aumento de entropia (AS>0), este tipo de interacdo endotérmica e
endoergbnica é caracteristica de efeito quelato, ou seja, os grupos funcionais da
superficie do AH devem complexar os metais através de quelatos.*
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Novas e promissoras utilizagées para os AH tem sido estudadas,’ entre
elas, Santos et al. (2004),*® sugerem um possivel uso terapéutico para o AH.
Comparando a complexagao de elementos trago de interesse bioldgico (Al, Cu, Pb,
Mn, Zn, Cd e Ni) com &cidos humicos (AH) e a-aminoacidos (metionina, metionina
sulféxido e cloridrato de cisteina), observaram que os AH podem ser considerados
agentes complexantes seletivos e com alta capacidade de complexagao para Al, Cu
e Pb.%®

1.2.6 Protonacao e desprotonacao dos AH

A ligagdo de um ion a superficie dos AH € influenciada pela
heterogeneidade quimica e pelo comportamento da carga na sua superficie. Os
prétons determinam o estado dos grupos funcionais, em baixo valor de pH os grupos
estao protonados, ja em valores altos de pH, os grupos funcionais se dissociam e se
tornam negativamente carregados. Ao redor das particulas carregadas ha a
formagédo de uma difusa dupla-camada elétrica. A dupla-camada protege a carga de
modo que o sistema, carga mais a dupla-camada, permanec¢a sem carga. No caso
de uma particula negativamente carregada, a concentracdo de ions metalicos
positivamente carregados e de protons serdo maiores na dupla camada do que no
restante da solugcdo. Esta acumulagédo carga induzida resulta em um aumento das
ligacées com ions positivos. Os ions do eletrdlito de fundo determinam a eficiéncia
da protecao da carga superficial, ou seja, em pequena forga iGnica o campo elétrico
ao redor da carga é relativamente mais abrangente dentro da solu¢do, com isso a
dupla-camada sera espessa, em alta forca ibnica, uma forte protecdo resulta em
uma dupla-camada fina. A influéncia da forga idnica sobre a eletrostatica superficial

do AH é determinante nas ligagdes com ions.*

A conformagao da macromolécula do AH em solugéo é governada pelo pH e
pela forca ibnica, Tabela 2. Em meios neutros a alcalinos, a macromolécula
carregada assume uma conformacdo estendida (grande raio hidrodinamico, Rp)
como resultado da repulsdo eletrostatica intramolecular. Em alta forga ibnica ou

baixo pH, o polieletrélito apresenta uma configuragdo enovelada (pequeno Rp).*!
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Tabela 2 — Efeito do pH e da forgca ibnica na conformacédo da molécula do acido
hamico. Ry, denota o raio hidrodinamico da molécula em solugéo.®’

Condicao Solucéo

Baixo pH ou alta forga ibnica

S o
Pequeno Ry
pH neutro ou alcalino e baixa forga =
idnica W
Grande R

A capacidade tamponante do solo e a biodisponibilidade, mobilidade, e
transporte de macro e micronutrientes, metais téxicos e cations orgénicos
xenobidticos no solo sdo fortemente influenciadas pelas propriedades acido-basicas
dos AH.*® As interagdes peculiares do &4cido himico de protonacgéo/desprotonagao
de sua superficie também influenciam diretamente o efeito tampédo que os AH
desempenham nos solos e sistemas aquaticos. Porém, os &cidos humicos
apresentam uma capacidade tampao pouco conhecida e de alta importancia
ambiental,***’ por isso a determinacéo da capacidade tampao de &cidos hiimicos é
de suma importancia para a compreensao do seu papel no tamponamento do pH em

solos e aguas.¢®

Jonas Pertusatti — Dissertacdo de mestrado 12



Aspectos fisico-quimicos da protonagdo e desprotonagdo da superficie do dcido hiimico.

1.3 Tampoes

Uma solucédo tampao resiste a variacées no pH decorrentes da diluicdo ou da
adicdo de pequenas quantidades de acidos ou bases.*® Geralmente, as solucdes-
tampéo consistem de um par acido-base conjugado como acido acético/acetato ou
cloreto de aménio/aménia. Os tampdes sdo fundamentais em um grande e variado
numero de situagdes tanto em quimica analitica, fisico-quimica, biologia e agricultura
nas quais se deseja um controle de pH.

O pH de uma solugao tampéao depende da posicéo dos equilibrios envolvidos:

« _[HO'IA]

HA + H,0 = H;0" + A . %)
[HA]
A_+H20 2 OH_+HA szwz% (8)

Assim, o tampao sera acido se o primeiro equilibrio for favorecido e alcalino se o
segundo for mais pronunciado. Para se calcular o pH é necessério utilizar as
concentracoes de HA e A" no equilibrio em fungédo das concentragdes iniciais que, a

partir das equagdes 7 e 8, podem ser expressas da seguinte forma:

[HA]=c,, —~[H,0"1+[OH ] 9)
[A]=c, +[H,0"]1-[OH"] (10)

Por causa da relagéo inversa entre o H" e o OH™ é sempre possivel eliminar um ou
outro das equacdes 9 e 10 e, por se tratar de acidos ou bases fracas, pode-se
negligenciar a diferenga entre as concentragdes inicial e no equilibrio e aproximar as
equacdbes 11 e 12 para:

[HAl=c,, (11)

[A]=c, (12)

Portanto a concentracao do ion hidrénio pode ser expressa, a partir da constante de
dissociacao e das aproximacoes, pela equacao 13:
+ Cra
[HO"]=K,— (13)
C _
A
As aproximagoes, entretanto, ndo seréo validas para concentra¢des do acido fraco e
de sua base conjugada muito baixas ou para &cidos ou bases com altas constantes
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de dissociagdo, geralmente acima de 10°.% Um sistema poliprético pode ser

entendido como uma mistura de &cidos monopréticos individuais.*°

1.3.1 Capacidade tampao

A capacidade tamponante de uma solugéo € tdo ou mais importante que o
valor do pH que esta solugao controla. A capacidade tampéao (CT) é uma indicagéao
da quantidade de acido ou base que pode ser adicionada antes do tampao perder
sua habilidade de resistir a mudancgas de pH e € dependente da quantidade total de
acido ou base conjugada disponiveis no sistema. A CT é definida como o numero de
mols de um acido, ou de uma base forte, que provoca a variagdo de uma unidade no
pH de 1,00 L de um tampao, matematicamente foi proposta por Van Slyke, em 1922,
e é expressa pela equacao:

ACbh ACa

'B:ApH :_ApH (14)

Em que B é a capacidade tampao, e Ca e Cb sdo as concentragcdes de acido ou
base forte na solugéo, respectivamente. Como a adicdo de &cido provoca uma
diminuicdo do pH, ACa/ApH é negativo, entdo a capacidade tamp&o € sempre
positiva. Desta forma, a acdo tamponante demonstra a habilidade de um tampao
resistir a variagées no pH, isto é minimizar o ApH. Por isso, para se escolher um
tampéao deve-se, ndo somente, definir o pH, mas quanto se adicionar deste tampao

para se garantir a realizacdo do processo no pH desejado.?-3%42
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2 Objetivos

Esta dissertacdo se propde a contribuir com um maior entendimento das
propriedades fisicas e quimicas do acido humico principalmente, em relagcéo a suas
propriedades acido-base que sao muito importantes na manutencéo das condi¢des
reacionais dos solos e aguas naturais

Para tanto, o trabalho tem como objetivos especificos os seguintes estudos:
Caracterizar o acido humico utilizando diversas técnicas citadas pela literatura, e
também ampliar este leque com outras técnicas pouco exploradas na caracterizacao
de AH;

Determinar a capacidade tampao do acido humico.

Determinar o efeito térmico das reagdes do acido humico com acidos ou bases.

Determinar a densidade de carga superficial, bem como, o ponto de carga zero
(PZC) do acido humico.
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3 Procedimento Experimental

3.1 Reagentes e solucoes

Foi utilizado acido humico comercial Fluka.

Foram utilizados hidroxido de sédio (NaOH), acido cloridrico (HCI), e acido

nitrico (HNO3) Vetec de grau analitico e sem quaisquer purificacoes prévias.

3.1.1 Dialise do acido humico

O acido humico comercial foi suspenso em agua e dializado em membrana
de celulose com porosidade nominal de massa molecular de 2000 Da a fim de
reduzir a quantidade de sal presente no acido humico. A agua externa foi substituida
regularmente durante as primeiras 5 h e entdo a cada 12 h até que o cloreto nao

pudesse mais ser detectado.

3.2 Caracterizacao

3.2.1 Analise elementar e residual

A andlise elementar para C, N, H, e O foi realizada em um analisador
elementar Perkin Elmer PE-2400.

O teor de cinzas foi obtido pela diferengca de massa residual do AH obtida

por calcinagdo do mesmo a 600°C durante 24 h.

3.2.2 Acidez total

A acidez do acido humico foi determinada por titulagdo potenciométrica em
duas reacgdes distintas: uma para a determinacado da acidez carboxilica e a outra
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para acidez total. A acidez fendlica €, entdo obtida pela diferenga entre acidez total e
a carboxilica.*®

3.2.2.1 Acidez carboxilica

Uma amostra de 50 mg AH foi colocada em um erlenmeyer juntamente com
50 mL de solugdo de 0,2 mol/L de acetato de calcio em agua, livre de CO,. A
solugdo ficou em agitagcéo por 24 horas. A suspensao foi filtrada em papel de filtro. O
residuo lavado com agua livre de CO,. A mistura (filtrado + agua de lavagem) foi
titulada com solucao de NaOH 0,100 mol/L, padronizada. A variagdo do pH foi
acompanhada em pH-metro, até pH = 9,8.

3.2.2.2 Acidez total e fendlica

Em 20 mL de solucao de hidroxido de béario 0,125 mol/L, foi adicionado 50
mg de AH. A suspensao ficou sob agitagao durante 24 horas, isolada do ar, e entao
foi filtrada com papel de filtro. O residuo foi lavado com agua, livre de CO,. A mistura
(filtrado + agua de lavagem) foi titulada com solucao padronizada de HCI 0,05 mol/L
padronizada, sob atmosfera inerte. A titulagdo foi acompanhada com auxilio de um
pH-metro até pH 8,4. Da mesma maneira foi feito o preparo do branco, constituido
apenas por 20 mL de solugéo de Ba(OH), 0,125 mol/L.

3.2.3 Analise térmica

As curvas termogravimétricas foram obtidas com aproximadamente 10 mg
de amostra soélida do &cido humico em um analisador termogravimétrico Shimadzu
TGA-50, em atmosfera dindmica com fluxo de hélio seco, inicialmente a temperatura
ambiente que foi sendo elevada & razdo de 0,33 °C s™' até 900 °C.

3.2.4 Microscopia Eletrénica de Varredura

As andlises de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram obtidas
para o efeito do pH na morfologia do &cido humico. Foram realizadas analises do
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acido humico em sua forma natural, isto €, o acido humico comercial foi dializado e
liofilizado antes das andlises de MEV. Também foram feitas imagens do &acido
humico em sua forma acidificada. Neste caso, 100 mg de acido humico foram
suspensos em 50 mL de solugédo aquosa de HCI 0,10 mol/L. A suspenséao ficou sob
agitacao magnética durante 24 h a temperatura ambiente, posteriormente, o volume

da suspenséo foi reduzido em um rota-evaporador e amostra foi liofilizada.

As amostras de AH foram analisadas em um microscopio eletrénico de
varredura Zeiss EVO 50. A amostra foi fixada com fita adesiva dupla face em
suporte e submetida a metalizagdo em ouro em um metalizador Baltec SCD 050. O
equipamento foi operado com um feixe de elétrons de 20 KeV.

3.2.5 Area superficial

A determinacdo da area superficial foi calculada através da isoterma de
adsorcao de nitrogénio em um analisador Quantachrome Nova 2200. As amostras

foram previamente secas a vacuo a 80 °C.

3.2.6 Espectroscopia na regiao do Infravermelho (FTIR)

Os espectros de infravermelho, de todas as amostras, foram executados em
pastilhas de KBr na regido de 4000-400 cm” com resolucdo de 4 cm™ e 32
varreduras, com um Espectrofotémetro FTIR MB-100 Bomem.

3.2.7 Espectroscopia ultravioleta/visivel (UV/Vis)

A anadlise de UV/Vis foi executada em um espectrometro UV/Vis Beckman
DU a fim obter a relagdo E4/E6 em fungdo do pH. Para determinar esta relagéo foi
utilizada uma suspensao aquosa de acido htimico 0,5 mg L™ e NaHCO3 0,01 mol L™
O pH foi ajustado com HCI ou NaOH ambos 0,01 mol L.
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3.2.8 Espectrometria de Ressonancia magnética nuclear de *C no

estado solido

O espectro "*C-NMR de amostra solida do HA foi determinado em um
espectrometro Varian Mercury Plus 300 operado em temperatura ambiente. O 4cido
humico foi compactado em um rotor de nitreto de silicio de 7 mm e as medidas foram
obtidas em freqiiéncia de 75,47 MHz com velocidade do angulo magico de 3 kHz. A
técnica de CP/MAS, com repeticbes do pulso de 2 s e tempo de contato de 4 ms, foi

usada a fim aumentar a relacao sinal/ruido nos espectros de estado sélido.

3.3 Estudo da densidade superficial de carga

A densidade de carga superficial foi calculada a partir dos dados obtidos
através de titulagcdes potenciométricas e condutimétricas simultdneas, as quais
foram realizadas utilizando 50 mL de suspensao aquosa de AH 40,0 g/L. O AH foi
totalmente protonado pela adicdo de 6,0 mL de HCI 1,0 mol/L, em seguida a
suspensao foi titulada com NaOH 0,05 mol/L, padronizada. As titulacdes
potenciométricas foram realizadas empregando-se um pH-metro PHTEK modelo
pHS-3B com eletrodo de Ag/AgCl de dupla juncdo. Para as titulacdes

condutimétricas foi utilizado um condutivimetro Cole Parmer.

3.4 Determinacao da capacidade tampao

A capacidade tampao foi determinada por titulagcbes potenciométricas
realizadas empregando-se um pH-metro PHTEK modelo pHS-3B. Uma suspensao
de 20,0 mg de AH em 50 mL de agua, sob agitacdo magnética, foi titulada com acido
nitrico (HNO3 0,05 mol/L, padronizado), e depois com hidréxido de sodio (NaOH 0,05
mol/L, padronizado). Foi realizada também uma titulagdo na auséncia de AH para
observar as variagdes no pH pela simples adicao de &cido ou base.
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3.5 Estudo calorimétrico da capacidade tampao

As titulacbes calorimétricas foram realizadas em um Calorimetro
Isoperibdlico 1ISC—4300, cujos detalhes estdo esquematizados na Figura 4. A
temperatura do banho foi mantida a 25 + 0,01 °C. Para determinar a entalpia da
interacdo do AH com acido e base, foram adicionados incrementos de 0,5 mL de
HNO3 0,05 mol/L e, em seguida, de NaOH 0,05 mol/L, ambos padronizados, na
suspensao de 20,0 mg de AH em 50 mL de agua sob agitagdo magnética. As
adicdes foram feitas automaticamente pelo aparelho em intervalos de 10 min. A
titulacdo calorimétrica também foi acompanhada na auséncia de AH para observar

as variagdes de calor da diluicao de acido ou base em 50 mL de agua.

O calor liberado em cada ponto da titulagdo é calculado através da
calibracdo elétrica do calorimetro onde, um sinal elétrico conhecido é gerado a
resisténcia para o aquecimento da solucdo dentro do Dewar, com a variacao da

temperatura medida é calculada a energia equivalente do sistema em J °C™.

Motor da Bureta

Fluido do banho_ 1=
{agua destilada) I |
r \v, ]
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| * Ul
ﬁ U I‘\I, Dewar
Resistor |r l
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Dewar

Sensor de Temperatura

pH-metro

Resisténcia de Calibragio
Titulante

Barra Magnética

Figura 4. Representacao do calorimetro (a), e detalhes do dewar (b).
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4 Resultados e discussao

4.1 Caracterizacao

4.1.1 Analise elementar

A andlise elementar é uma das técnicas mais utilizadas para caracterizagao
de substancias humicas, pois possibilita comparacbes entre classes e origens de
diferentes materiais humicos e, avaliacbes sobre a eficiéncia dos processos de
extracdo e purificacdo,?®® bem como estimar o contetido de grupos funcionais
oxigenados. Estes grupos sado tidos como o0s principais responsaveis pelas
interacdes das SH com compostos organicos e inorganicos.**

Os valores obtidos para a composicao elementar e para o teor de cinzas do
AH, bem como dados citados na literatura encontram-se listados na Tabela 3. De
acordo com os dados da Tabela 3, os valores para a composi¢cao elementar do AH
utilizado estdo dentro do intervalo citado por Stevenson,® e sdo muito similares a
outros trabalhos que utilizam AH Fluka.*> O contetido de hidrogénio est4 relacionado
com o grau de saturacao, isto é, um aumento no teor de hidrogénio indica maior

nimero de carbonos alifaticos (CH2) que carbonos aromaticos (C=C).">**

Tabela 3 — Analise elementar e residual do acido humico.

C (%) N (%) H (%) O (%) Cinzas (%)
. AH 56343071 491£056 557011 33184089 188+005
Purificado
Stevenson® 50-60 4-6 2-6 30-35 <5
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4.1.2 Acidez total, carboxilica e fendlica

A excepcional capacidade de interacao do acido humico com metais ocorre
devido ao grande numero de oxigénios encontrados em sua estrutura, na forma de
grupos 4&cidos, principalmente carboxilas e hidroxilas fendlicas. Por isso, a
determinacdo da acidez do AH é de grande importancia, pois estd diretamente

relacionada com sua reatividade.*®

O &cido humico apresentou os valores 2,54 mmol/g para acidez carboxilica,
4,94 mmol/g para acidez total e, consequentemente, 2,40 mmol/g para acidez
fendlica. Estes valores estdo de acordo com os descritos na literatura para AH de

solo.'746

4.1.3 Analise térmica

Métodos de analise térmica sdo meios rapidos e precisos muito importantes
no estudo de materiais complexos. Para os AH, entretanto, pelo fato de ser uma
mistura variada de estruturas nao possibilita através da andlise térmica a
identificacao individual de compostos, apesar disto, parametros basicos como perda
de massa em regides especificas de temperatura, cinética de degradacdo ou
temperatura de transigao vitrea sédo freqiientemente obtidos. A degradagao térmica
ou termoxidativa dos AH ocorre em duas ou trés etapas. A baixas temperaturas
moléculas alifaticas, muitos grupos polares e aromaticos simples sdo degradados,
em seguida, para um intervalo de temperatura entre ~200-300 °C, ocorre a
degradacao de fragdes poliaromaticas e, em temperaturas maiores que 400 °C, sédo
atribuidas a degradacao de estruturas poliheterociclicas. A termodegradagéao pode,
entretanto causar a recombinagcdao de moléculas alifaticas em compostos aromaticos
mais estaveis, ocasionando interferéncias nas etapas. Como medida da estabilidade
térmica e velocidade da perda de massa a andlise térmica € freqlientemente

utilizada.*’
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Figura 5. Curva termogravimétrica do &cido humico.

A curva termogravimétrica para o AH foi obtida para determinar a
estabilidade térmica, como mostra a Figura 5. O &acido humico apresentou uma
perda de massa tipica entre 60-140 °C, atribuida a 4gua adsorvida, seguida de uma
abrupta perda de massa referente a matéria organica iniciada em 240 °C e finalizada
em 740 °C, restando um residuo de aproximadamente 10%. As porcentagens de
perda de massa Am = 16.0 e 79.5 %, e 0s respectivos intervalos de temperatura
foram de T = 100-180 e 240-800 C."

4.1.4 Microscopia Eletrénica de Varredura

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) é amplamente utilizada para
analises da morfologia de materiais em funcdo da alta resolucdo que pode ser
atingida, tipicamente da ordem de 10,0 nm, e a grande profundidade de foco, em
média 300 vezes melhor que a do microscépio 6tico, resultando em imagens com

aparéncia tridimensional.

A Figura 6a apresenta a imagem de MEV do AH em seu pH natural, o qual
apresenta uma morfologia com certa regularidade, com particulas proximas em uma

estrutura amorfa em microescala, o que sugere uma estrutura mais estendida.
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Enquanto, a imagem a Figura 6b, a qual representa o AH acidificado, pode ser
observado a agregacao de pequenas particulas, formando particulas amorfas de
maior tamanho e mais isoladas, o que sugere a interacdo supramolecular através de
interagdes fracas nao-especificas (London e van der Walls), bem como interagbes
supramoleculares do tipo ligagcdo de hidrogénio que dao suporte a esta estrutura

mais rigida e enovelada.*®

Figura 6. Imagem de MEV do acido humico no pH natural (a) e acidificado (b).
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4.1.5 Area superficial

A técnica de adsorcdo de nitrogénio a baixas temperaturas tem sido
utilizada para obtencao da area superficial de um material, através da metodologia
de célculo denominada de BET (em referéncia a equagdo de S. Brunauer, P.
Emmett e E. Teller).*® Além disso, diversas informagdes sobre a morfologia do
material podem ser obtidas através de uma analise mais aprofundada de tais

isotermas.

Quando um sélido é exposto a um gas ou vapor em um sistema fechado a
temperatura constante, o sélido passa a adsorver o gas, ocorrendo assim um
aumento da massa do solido e um decréscimo da pressao do gas. Apds um
determinado tempo, a massa do sélido e a pressdo do gas assumem um valor
constante. A quantidade de gas adsorvida pode ser calculada pela diminuicdo da
pressao por meio da aplicacao das leis dos gases ou pela massa de gas adsorvida
pelo sélido. As isotermas de adsorgcao/dessor¢ao séo obtidas a partir dos valores de
volume de nitrogénio adsorvido no material em funcdo da presséo relativa P/Py,
onde Py é a pressao de saturacdo do gas, ou seja, a pressdo em que o0 gas entrara
em equilibrio com a forma liquida na temperatura de ebuligdo do nitrogénio. Deste
modo, a isoterma mostra a relagdo entre a quantidade molar n de gas adsorvida ou
dessorvida por um soélido, a uma temperatura constante em fungcéo da pressédo do
gés.*

A andlise para o AH foi realizada utilizando-se nitrogénio de alta pureza
como adsorbato e nitrogénio liquido como banho refrigerante, visto que a adsorgéo é
um processo exotérmico e um aumento de temperatura desfavorece a adsorgao. A
Figura 7 mostra a isoterma de adsorcédo/dessor¢cao de N, do AH, o qual apresentou
uma baixa area superficial 0,52 m? g'', concordante com os valores encontrados na
literatura.” O perfil desta isoterma, bem como a auséncia de histerese, ou seja,
tanto a adsorgdo como a dessor¢do seguem o mesmo caminho, caracterizam que

este material é microporoso.>°
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Figura 7. Isoterma de adsorg¢ao/dessorcao de No.

4.1.6 Espectroscopia no Infravermelho

A espectroscopia no infravermelho tem sido empregada para
caracterizagbes gerais de acidos humicos e pode fornecer informagdes valiosas
sobre a estrutura, a natureza dos grupamentos funcionais nos AH das mais diversas
origens, bem como para avaliar os efeitos dos extratores quimicos utilizados e o
grau de pureza alcangado através dos processos de purificagdo. Outras aplicagcbes
desta técnica espectroscépica estdo relacionadas com a investigacao de possiveis
trocas nas estruturas quimicas dos AH e na indicacao de interagdes com herbicidas
e/ou metais nos ambientes aquaticos e terrestres.'®**°3 O espectro de infravermelho
do AH, figura 8, mostra picos caracteristicos do AH como: i) uma banda forte e muito
larga em 3500 a 3000 cm™ atribuida ao estiramento OH de grupos &lcoois, fendis e
carboxilicos; ii) bandas em 2922 e 2851 cm™ relacionadas ao estiramento CH de
carbono sp?; iii) bandas largas entre 1720 e 1650 cm™ atribuidas a C=0O de amidas,
cetonas, ésteres e acidos carboxilicos; iv) outras bandas largas em 1600-1500 cm’
atribuidas a frequéncias de estiramento simétrico de COO e C=C de grupos
aromaticos; v) as bandas largas entre 1400 e 1300 cm™, atribuidas a deformagao
OH e estiramento anti-simétrico de COQO’, ambas caracteristicas de moléculas de
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AH; vi) bandas largas entre 1290 a 1100 cm™ atribuidas a C aromético e a
estiramento C-O de grupos fendlicos e alifaticos, bem como a deformag¢do OH de —
COOH, e vii) picos entre 1120 to 1000 cm™ atribuidos a C—O de polissacarideos.'®>*
As principais bandas de absorgao para os AH e as atribuigdes correspondentes sao

listadas na tabela 4.

Transmitancia/a.u.

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

Numero de onda/cm’™

Figura 8. Espectro de infravermelho do acido humico.
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Tabela 4 — Principais bandas presentes no espectro de FTIR do acido humico.

NUmero de onda/cm™

Descricao

2623

2042,4
1712,6
1614,3

1400,2

1257,4
1114,7
1091,6
1035,6
1006,7

914,19
777,25

684,68

V(C=C=0)cetano € V(C=C=C)aieno
V(C=0)a4cido carboxilico
V(C=C)aromatico
V(C—N) e (-CH)geformagao no plano
v(OH)
v(CO)
v(COC)ster
v(CO) e 5(COH)
v(CO)
5(CH)
5(CH)

5(CH)

Jonas Pertusatti — Dissertacdo de mestrado

29



Aspectos fisico-quimicos da protonagdo e desprotonagdo da superficie do dcido hiimico.

4.1.7 Espectroscopia UV/Vis

A conformacao estrutural de macromoléculas como os AH depende de
varios fatores: pH, forca idbnica, densidade de carga, grau de ionizagdo dos grupos
acidos e concentracdao do AH, bem como, ligacdes de hidrogénio e rearranjos

intramoleculares.

A dispersdo de luz monocromatica em uma solugcdo diluida de
macromoléculas ou em coldides esta intimamente ligado com a massa, tamanho e
interagdes das particulas na solucdo. Entretanto, de acordo com Doty e Steiner,*®
informacdes similares podem ser obtidas pela comparacdo das absorbancias em

comprimentos de onda distintos, usando a formula:

—AlogA

————=4-f (15)
Alog A

Onde A é a absorbancia da solugédo, A o comprimento de onda da luz transmitida,

€ diretamente proporcional a b/A°, b é a maior dimensdo da particula e A° o

comprimento de onda da luz incidente. Chen et al.,*

usando absorbancia da solugao
do &cido fulvico com diferentes massas moleculares médias em 465 e 665 nm
mostraram que a teoria de Doty e Setiner pode ser aplicada para substancias
himicas em solugdes diluidas. Consequentemente, o valor de B pode ser
diretamente relacionado ao nivel de agregacao molecular e 0 aumento do seu valor

indica uma maior agregacdo.*®

A investigacdo da agregacao estrutural de AH é importante, pois sua
estrutura influencia em suas propriedades como, por exemplo, capacidade de reagir
com metais e na estabilidade da espécie AH-metal formada. Através da técnica de
espectroscopia de absorcdo na regiao do visivel, obtém-se a razdo E4/Ee¢ (razédo
entre as absorbancias em 465 e 665 nm). Esse parametro tem sido utilizado como
indice do grau de agregacado molecular das substancias humicas. Os valores da

razao E4/Eg sdo mostrados na tabela 5.
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Tabela 5 — Valores da razdo E4/Es em diferentes valores de pH.

pH E4/Es
o s0t s
5,03 6
7,05 7
9,00 7
11,03 3,5

A razao E4/Es diminui com o aumento do peso molecular e com a
quantidade de estruturas aromaticas. Valores mais altos da razdo E4/Es podem
indicar também a presenca de maior quantidade de estruturas alifaticas na
cadeia.®®**>°® Aplicando a relacdo E/Eg na férmula de Doty e Steiner, temos:

—logE, —logE
log 5644— 1ogg6665 =4=p (16)

Rearranjando:
[ =4-6,435l0g(E,/E,) (17)

O valor B pode ser diretamente relacionado ao nivel da condensagéo da
estrutura macromolecular, valores mais elevados indicam conformagdo mais

condensada da macromolécula humica.

A Figura 9 mostra o do valor de 3 variando 1,5 unidades na regiao acida (pH
3-7), enquanto na regido alcalina (pH 7-11) a variacéo atingiu 1,9. Este efeito na
regiao alcalina pode ser devido a uma redugéo, na solugéo diluida, da repulsdo intra
ou intermoleculares entre as cargas negativas liberadas da ionizacdo dos grupos
acidos, conduzindo a uma estrutura mais condensada. Os valores mais baixos de
sdo encontrados em pH neutro, o que leva a concluir que, neste caso, o AH adota
uma forma estendida, por causa das repulsdes intramoleculares associadas com um

aumento da carga na macromolécula.>®
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Figura 9. Influéncia do pH sobre o parametro B na solucao do
acido humico (0,5mg L") e NaHCOj3 (0,01 mol L™).

Na Figura 9, B é elevado em pH acido o que indica maior condensacao
molecular. Em pH baixo, as interagdes intra e intermoleculares devido as ligagdes do
hidrogénio, forcas de van der Waals e nos orbitais-® dos anéis aromaticos
conjugados favorecem uma conformacdo mais agregada para o HA,"' como
observado anteriormente nas analises de MEV. Além disso, as interacdes
intermoleculares podem induzir a formagdo de dipolos com a deslocalizagédo dos
eletrons m dos anéis aromaticos, favorecendo a agregacdao da macromolécula
htimica.”*® Em pH elevado, a densidade da carga na superficie da molécula ocorre
devido a ionizagdo dos grupos acidos. Entretanto, os contra ions na solugdo (Na*)
podem minimizar o potencial da carga no polieletrélito, causando uma expansao da
dupla camada elétrica, resultando na repulsdo e na dispersdo da particula. Nesta
circunstancia o AH pode assumir uma estrutura pseudomicelar. O AH tem
propriedades anfifilicas nas quais as moléculas tém partes hidrofébicas (apolares) e
hidrofilicas (polares), que podem induzir a formacao da estrutura pseudomicelar em

solugdo. ">°
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4.1.8 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear de '*C no estado
solido

Através da espectroscopia de '*C-RMN podem ser obtidas informacdes
especificas sobre a estrutura do AH. Na Figura 10, pode-se observar que o espectro
de estado solido do AH apresenta picos largos em cinco regides distintas que podem
ser relacionados com: i) carbono alquilico, 0-50 ppm; ii) C—O e C—N em éteres,
ésteres, carboidratos e aminas, 50-85 ppm; iii) C—O em carboidratos (acetal): 85—
105 ppm; iv) C aromatico: 105—160 ppm; v) C carbonilicos: 160—200 ppm. As areas
relativas a estes intervalos de ressonancia foram usadas para calcular o grau de
hidrofobicidade (Carbono Hidrofébico/Carbono Hidrofilico, HB/HI) do AH aplicando-
se a equacgdo 18.°7%

HB _ [(0-50)+(105-160)]
HI [(50—-105)+(160—-200)]

(18)

T v T v T v T v T v 1
600 400 200 0 -200 -400

Chemical shift/ppm

Figura 10. Espectro de '*C-RMN do &cido humico.
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A distribuicdo de '*C nos intervalos de deslocamento quimico foi obtida do
espectro de "*C-RMN, Figura 10. A integracdo do espectro de RMN mostra 28,4 %
do total de carbonos entre 0 e 50 ppm, 23,0 % entre 105 e 160 ppm, resultando um
total de carbonos hidrofébicos de (HB) = 51,4 %. Carbonos hidrofilicos entre 50 e
105 ppm e entre 160 e 200 ppm apresentaram, respectivamente, 25,9 e 24,7 % na
integracéao total, resultando em um percentual de carbono hidrofilico (HI) = 48,6 %; e
um grau de hidrofobicidade de (HB/HI) de 1,06. O grau de hidrofobicidade do AH
utilizado neste trabalho est4 de acordo com os valores encontrados na literatura, os
quais apresentam valores na faixa de 0,61 e 1,00.%® Esta alta hidrofobicidade do AH

esta de acordo também com os valores obtidos através da relacdo E4/E6.53°°6163

4.2 Estudo da densidade de carga superficial

Nos casos dos colbdides suspensos em agua, muitos processos, tais como a
sorcao ibnica, interacdes entre particula-particula e a dissolugdo do material sao
resultantes da distribuicdo e da heterogeneidade dos sitios superficiais protonados e
desprotonados.®* A carga eletrostatica formada na interface aquosa dos 6xidos
metdlicos € gerada pelas interagbes dos sitios superficiais com o potencial dos ions
determinantes e é parcialmente compensada pelo efeito de contra-ion. Cada reacéao
na superficie € acompanhada por trocas de calor, que sédo informagdes valiosas para
a caracterizagdo da interface dos processos fisico-quimicos.®* De acordo com o
modelo de complexagédo da superficie, 0 mecanismo do carregamento da superficie
serd interpretado pelo modelo de 2-pk no qual o metal imerso em agua €
representado como uma série de sitios anfotéricos que sao tratados como acidos
dipréticos. De acordo com as seguintes reagoes, pode-se considerar:

AHH' — AH +H*; K1, AH, A& (19)
AH - A +H"; Ko, AoH, A& (20)
H* +0H™ — H,0; Ko,  AH, A&, (21)
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Onde AH ¢ o &cido humico na superficie sélida, K a constante de equilibrio
de cada reacdo, AH representa a entalpia para cada reagdo, e Af representa

mudangas no caminho da cada reacéo.

A partir dos dados da Figura 11 (titulagdo do AH protonado) foram
calculados o pKi e o pKp, cujos valores foram 2,03 + 0,13 e 7,28 + 0,13,
respectivamente. O valor do pH no ponto de carga zero (pHpzc) € prontamente
relacionado as constantes de equilibrio para os sitios superficiais,*® e é calculado por
meio da equagéao 22:

HA™]
K, +pK, =2pH—-log—— 22
pK; +pK, =2p g[HAH+] (22)
onde [HA] é a concentracdo do &cido humico desprotonado e [HAH'] é a
concentracdo do AH protonado. No pHpzc, [HA] = [HAH'] e a equacdo 22,
consequentemente, da o pHpzc como a média do pK; e do pKz, que é igual a 4,66 +
0,26.

A/AfAfA*A’A’A’A’A’AlAF/A

pH
k/ mScm

D/D/D/D/Dﬂm

o
O

-0 .
oY

0 T T T T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350

V/mL

Figura 11. Titulacdo potenciométrica (A ) e condutimétrica (o) do acido humico.

A partir dos dados da Figura 11, a densidade de carga superficial em fungédo do

pH do AH foi determinada usando a equagéo 23:%°
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F 107" _ K K
Po :_[ o jNT (23)

A\107" + K 107 + K K,

Em que p, é a densidade de carga superficial, F € a constante de Faraday, A area
superficial especifica obtida através da isoterma de adsorcao/dessor¢ao de N, e Nt
o nimero total de moles dos sitios superficiais.®®

O grafico da Figura 12, que apresenta o grafico da densidade de carga

superficial em fungéao do pH, possui trés regides distintas:

Regiao 1 - referente ao sitio acido AHH™ (bulk solution) onde a densidade de
carga decresce drasticamente até pH = 3,5. A partir deste valor (regido 2) a

densidade de carga superficial se mantém praticamente constante até o pH = 6,
correspondente aos sitios anfotéricos AH, onde a densidade mantém um valor de po

=~ 0. Finalmente (regido 3), a densidade de carga superficial decresce drasticamente
acima do pH = 6, chegando a completa desprotonagao dos seus sitios ativos acima
dos pH = 9, que caracteriza os sitios basicos A'.

16

12 -

p/C m*?

Figura 12. Variacao da densidade de carga superficial (m) em fungéo do pH.
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4.3 Determinacao da capacidade tampao

Devido a grande variedade de grupos funcionais, as substancias humicas
podem ser consideradas como um agregado complexo de varios ligantes
heterogéneos. Também, a distribuicdo de constantes de afinidade distintas pode ser
usada para descrever a ligacdo do préton.®®®” A ionizacéo dos grupos acidos produz
cargas variaveis e, consequentemente, gera um campo elétrico ao redor das
moléculas humicas, o que influencia diretamente na interagdo com ions. Portanto, o
conhecimento do comportamento da interagcdo do préton e da hidroxila com o AH é
muito importante para entender suas propriedades fisicas e quimicas no solo e nas
aguas. Neste sentido, entdo, a interagdo do AH com o H" e OH" foi acompanhada

potenciometricamente e calorimetricamente.

O valor do pH natural da suspensédo deste acido humico foi de 5,99. O
comportamento tampao deve ser analisado frente a acdo de acido e base sobre a
solucéo tampéo. Por isso, o estudo potenciométrico foi realizado em duas titula¢des
distintas. Inicialmente, uma suspensao de AH (pH = 5,99) foi titulada com HNO;3
0,05 mol/L, e, em seguida, outra suspensdo de AH (pH = 5,99) foi titulada com
NaOH, 0,05 mol/L. As curvas da titulagdo com &cido e com base sdo apresentadas

nas Figuras 13 e 14, respectivamente.

A Figura 13 mostra que a adicao de acido em pequenas quantidades em
agua resulta em uma imediata redugcdo no valor do pH, como era esperado.
Enquanto na presenca de AH a diminuigdo do valor do pH é bloqueada,
caracterizando o efeito tampdo do AH. A Figura 14 mostra a presenca de AH
mantendo o valor do pH a sucessivas adi¢coes de base forte. Este comportamento

indica uma acao tamponante muito melhor a presenca de base.
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Figura 13. Curva de titulagdo para adicao de acido na presenca (m) €
na auséncia (o) de acido humico.
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Figura 14. Curva de titulagdo para adigéo de base na presenca (m) € na auséncia (o)
de acido humico.
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Os valores experimentais da capacidade tampao sdo mostrados na Figura
15. O grafico confirma que o acido humico apresenta comportamento de tampao,
além disso, uma capacidade tampao muito melhor para a adicao de base que para
acido. Esta figura também mostra que o AH resiste a variagdes bruscas de pH entre
os valores 5,5 e 8,0 e perde sua acao tampao acima de pH = 8,0 ou abaixo de pH =

5,5, caracterizando um excelente capacidade tampao na regiao de pH fisiolégico.
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Figura 15. Capacidade tamp&o B do &cido humico em funcéo do pH.

4.4 Estudo calorimétrico da capacidade tampao

A adicao de préton e hidroxila na solugdo aquosa de acido humico foi
acompanhada calorimetricamente para entender o efeito tamp&o causado pela
interacao fisico-quimica entre o AH e H"/OH".

As interagcbes H'/AH e OH/AH apresentam comportamentos distintos
(Figura 16). O AH é uma macromolécula com muitos sitios de adsor¢do acidos e
basicos. Os resultados calorimétricos sugerem que o comportamento de tampao do
AH deve ser causado pela quimiossorcido do OH (-38.49 kJ mol") e pela

fisiossorgcdo do H* (-402 J mol-1).% Estes efeitos podem ser explicados pelo grande
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nuamero de grupos acidos dispersos na estrutura macromolecular do acido humico.
Na quimiossorgcao, o OH' liga-se a superficie pela formagéo de ligagbes quimicas
com os grupos acidos fracos resultando em uma entalpia muito maior que aquela
para a fisiossorcdo do H', que esta baseada em interagcOes eletrostaticas fracas
entre o préton e os grupos basicos fracos sobre a superficie do AH. Além disso, o
estudo calorimétrico corrobora com o resultado observado que a agdo tamponante

do &cido humico € muito mais eficiente para a adi¢gdo de base.

-AH/kJ mol”
| |

J \-‘

04 MmN - ﬁ
T T T T T T T T T 1

2 4 6 8 10 12

-H
T

Figura 16. Entalpia para a reagdo de tamponamento do &cido humico
em funcédo do pH.

Um interessante aspecto sobre a interacdo do AH com ions metdlicos é que
a reacdo é espontdnea e endotérmica, conseqlentemente, entropicamente
favoravel. Este comportamento é causado tipicamente pelo efeito quelato devido ao
ion metalico ser complexado por mais de um sitio ligante do AH.>*%° Por outro lado,
a interacdo do AH com o préton ou com a hidroxila € espontanea e exotérmica. As
Figuras 15-17 sugerem que a adigao de hidroxila na suspensédo de AH (em seu pH
natural) desloca um préton disperso na superficie ocorrendo, assim, uma reagéo de
neutralizacdo. Entdo o valor do pH nédo se altera e um efeito exotérmico é

observado, caracterizando a capacidade tampao. Além disso, o alto valor desta
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interacdo (-38,49 kJ mol™) corrobora com o deslocamento do préton e com a reacéo
de neutralizagdo dos grupos carboxilicos e fendlicos do AH (como observado nos
espectros de IV e C-RMN). As Figuras 15-18, também mostram que o préton
adicionado nas titulagbes potenciométricas e calorimétricas deve interagir com
bases de Lewis ou Bronsted formando ligacdes de hidrogénio. Esta proposta esta de
acordo com o valor termodinamico desta interagdo, -402 J mol'. Mais ainda, as
Figuras 15-17 mostram que o acido humico apresenta uma excelente capacidade
tampao no intervalo de pH entre 5,5 e 8,0 que engloba o pH fisiolégico. Outra
observacao importante é que titulacdo calorimétrica pode prever a regiao de
tamponamento do acido humico, pois como se observa na Figura 17 o aspecto da

curva calorimétrica é similar ao da curva obtida na titulagao potenciométrica.

Mais um aspecto a ser destacado, € que o maximo do valor entalpico de
desprotonacdo coincide com o inicio da regido de superficie carregada
negativamente, como mostra a Fig. 18. Isso mostra claramente que o efeito tampao
esta intimamente ligado as cargas superficiais do acido humico, bem como a

quimissorgao dos ions hidroxila (Figuras 17 e 18).
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Figura 17. Capacidade tampao (o) e entalpia da reacao de tamponamento (m) em

funcéo do pH.
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Figura 18. Variacdo da densidade superficial de carga (o) e entalpia da reacao de
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5 Consideracoes Finais

Os acidos humicos apresentam inegavel importancia ao meio ambiente e
apesar da sua complexidade estrutural, as similaridades (composicao elementar,
grupos funcionais, acidez, massa molecular) sdo mais significativas que as
diferencas. Técnicas espectroscopicas sao os métodos de caracterizacdo de AH
mais importantes, pois fornecem informacgdes valiosas sobre a estrutura molecular e

sobre as propriedades funcionais.

Substancias humicas atuam nos ecossistemas possibilitando efeitos benéficos
a solos, sedimentos e aguas naturais. Influenciam a biodisponibilidade, transporte,
acumulo, concentracao e toxicidade de metais e compostos orgéanicos hidrofébicos,
desempenham importante papel no desenvolvimento das plantas, séo fertilizantes

naturais, e auxiliam a conservacao dos solos.

Este acido humico apresenta um grande grau de agregagdo em meio acido

formando estruturas supramoleculares enoveladas.

O acido humico apresenta uma excelente capacidade tamp&o, principalmente

a interagdes com base.

Esta excelente capacidade tampao frente a base, ocorre devido a
quimiossor¢ao dos ions hidroxila pela superficie do AH

Este &acido humico apresenta uma regido neutra com densidade de carga
superficial proxima de zero entre os valores de pH 3,5 e 6,0.

A quimiossor¢@o dos ions hidroxila é evidenciada na diminuigdo drastica da

densidade de carga superficial do AH.
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Anexos

I J. Pertusatti, A.G.S. Prado, Buffer capacity of humic acid:
Thermodynamic approach, J. Colloid Interface Sci. 2007, in press.
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E.A. Faria, Studies on copper(ll)- and zinc(ll)-mixed ligand
complexes of humic acid, J. Hazard. Mat. 2006, 136, 585.
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